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Apoptose: un type de mort cellulaire programmée mettant en jeu l’activation de protéases appelées, 
caspases et nucléases. Deux voies contrôlent principalement l’activation de l’apoptose, la voie 
extrinsèque (par les récepteurs à domaine de mort) et la voie intrinsèque (par les mitochondries). Les 
principales caractéristiques morphologiques de l’apoptose sont une condensation de la chromatine, la 
présence des bourgeonnements au niveau de la membrane plasmique, précédent un détachement de la 
cellule et sa décomposition en corps apoptotiques. 
ATG: une famille de protéines initialement identifiées chez la levure jouant un rôle critique dans la 
régulation de l’autophagie. Plusieurs homologues mammifères des protéines ATG ont été identifié. 
Autophagie (macroautophagie) : un processus cellulaire qui implique la séquestration de 
constituants cellulaires  dans une vésicule à double membrane appelée, autophagosome. Cette vésicule  
fusionne ensuite avec un lysosome dans lequel le matériel séquestré est dégradé et recyclé.  
Autophagie dépendante des protéines chaperonnes : un type d’autophagie faisant intervenir des 
protéines chaperonnes telles que les heat-shock cognate proteins (HSC) permettant la reconnaissance  
des protéines (présentant des séquences consensus KFERQ) et leur adressage vers le lysosome. 
Anoïkis : un type de mort cellulaire programmée induite lors du détachement des cellules de la 
matrice extra-cellulaire. Les cellules tumorales peuvent échapper à ce type de mort et devenir 
métastatiques. 
CASPASES : Ce sont des protéases à cystéine jouant un rôle central dans l’induction de l’apoptose. 
Les CASPASES clivent leurs substrats protéiques à des sites contenant un résidu aspartate engageant 
ainsi la phase terminale de l’apoptose. 
Dormance (des cellules): une caractéristique des cellules qui cessent de se diviser et attendent le 
retour de conditions favorables pour recommencer à proliférer. Cette étape est impliquée dans la 
formation de métastase et la résistance aux traitements anti-cancéreux. 
Flux autophagique : un terme utilisé pour définir l’activité autophagique allant de la séquestration du 
matériel cellulaire à leur dégradation par les lysosomes. 
Hématopoïèse : processus physiologique qui permet la fabrication et le renouvellement continu et 
régulé des différentes cellules sanguines. 
LC3: une protéine essentielle à la formation de l’autophagosome qui reste ancrée dans la membrane 
de l’autophagosome mature lorsqu’elle est conjuguée à la phosphatidyléthanolamine (LC3-II). La 
conversion de LC3-I (la forme cytosolique tronquée de LC3), en forme conjuguée LC3-II  indique une 
induction du processus de l’autophagie.   
Leucémogenèse : la leucémogenèse est l’ensemble des mécanismes responsables de la transformation 
d’une cellule hématopoïétique en cellule leucémique qui va proliférer de manière anarchique à un 
stade de différenciation donné.  
 
Métastase : un processus qui désigne la croissance de cellules tumorales hors de leur site initial de 
développement après dissémination par voie sanguine. 
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Microautophagie : un type d’autophagie qui implique l’adressage directe des constituants cellulaires 
dans le lysosome par invagination de la membrane lysosomale. 
Nécrose : un type de mort cellulaire pouvant être programmée ou non. Elle se caractérise par une perte 
de l’intégrité de la membrane cellulaire conduisant à un écoulement du contenu cellulaire hors de la 
cellule. Cet écoulement est responsable d’une réponse inflammatoire dans le milieu environnant. 
Omégasome : une structure émergente du réticulum endoplasmique en forme d’oméga servant de 
plateforme pour la biogenèse de l’autophagosome 
Protéasome : un complexe enzymatique multi-protéique permettant la dégradation de protéines mal 
repliées. Le protéasome reconnaît les protéines poly-ubiquitinylées et les dégrade en clivant leurs 
liaisons peptidiques pour générer de petits peptides de quelques acides aminés. 
Phagophore : une double membrane également appelée membrane d’isolation. Lors du processus 
autophagique, cette membrane s’allonge et se referme sur des composants cytosoliques pour former 
l’autophagosome. L’origine de cette membrane n’est pas à l’heure actuelle encore bien comprise mais 
des données suggèrent qu’elle peut provenir de la membrane plasmique, du réticulum endoplasmique, 
de l’appareil de golgi ou de la membrane mitochondriale. 
PML Oncogenic Domain (POD) : Ce sont des structures ponctiformes essentiellement composées de 
la protéine PML. Elles sont  retrouvées dans le noyau et servent de plateforme de recrutement et/ou 
d’activation de protéines. Ces structures sont  également appelées PML Nuclear Bodies ou corps 
nucléaires.  
Protéines BH3-only : protéines de la famille Bcl-2 caractérisée par la présence d’un seul domaine 
Bcl-2 Homology 3 (BH3) dans leur structure. En réponse à différents stimuli apoptotiques, les 
protéines BH3-only peuvent se transloquer à la membrane des mitochondries et induire l’apoptose par 
l’activation des protéines BAX et BAK. 
Sénescence : un mécanisme irréversible de blocage du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase 
G0. Les cellules ne prolifèrent donc plus. Il existe deux types de sénescence : la sénescence réplicative 
associée au vieillissement et au raccourcissement des télomères (un « épuisement réplicatif » en 
quelque sorte) et une sénescence accélérée induite par des stress de la cellule comme un stress 
oxydant, l’activation d’oncogènes ou des drogues cytotoxiques. 
Syndrome myélodysplasique : Le syndrome myélodysplasique est défini par l'existence de cellules 
sanguines souches anormales dans la moelle osseuse (blastes ou cellules myélodysplasiques). Cette 
pathologie se traduit par des anomalies sanguines marquées par une anémie, mais aussi des troubles de 






Etude de la régulation de l’autophagie au cours de la différenciation des cellules de leucémie aiguë 
promyélocytaire: rôles dans la survie et la différenciation cellulaire? 
 
L’autophagie, processus catabolique lysosomal de recyclage de constituants cellulaires, est 
essentielle à la survie, à la différenciation et au maintien de l’homéostasie cellulaire. Ce processus est 
fréquemment impliqué dans la survie et la chimiorésistance des tumeurs. La leucémie aiguë 
promyélocytaire (LAP) est caractérisée par un blocage de la différenciation de la lignée hématopoïétique au 
stade promyélocytaire. Le traitement des LAP a considérablement progressé depuis l’administration aux 
patients de doses pharmacologiques d’acide rétinoïque tout-trans (ATRA), un puissant agent de 
différenciation. L’objectif de ma thèse a consisté à étudier la régulation de l’autophagie au cours de 
l’induction de différenciation des cellules de LAP par l’ATRA et de rechercher son implication éventuelle 
dans les mécanismes d’action de ce traitement et les modes d’échappement observés. 
 Lors de mon travail de thèse, j’ai mis en évidence une activation de l’autophagie lors de l’induction 
de la différenciation granulocytaire des cellules de LAP par l’ATRA. J’ai montré que cette réponse était 
associée à une inhibition de la voie mTOR et une induction de l’expression des protéines BECLIN 1 et 
p62/SQSTM1. De façon intéressante, les cellules de LAP résistantes à la maturation par l’ATRA ne sont 
pas capables d’induire l’expression de p62/SQSTM1 en réponse à l’ATRA. De même, l’expression de 
p62/SQSTM1 dans les blastes des patients atteints de leucémie aiguë myéloïde est plus faible que celle des 
granulocytes de sujets sains. L’ensemble de ces données indique que l’expression de p62/SQSTM1 est 
réprimée dans les phénotypes immatures des cellules myéloïdes mais au contraire induite dans les cellules 
leucémiques qui s’engagent vers une différenciation terminale (granulocytes/neutrophiles).  
  Enfin, j’ai démontré que les protéines BECLIN 1 et p62/SQSTM1 sont essentielles à la survie de 
cellules de LAP matures mais non pas à l’engagement de ces cellules vers la différenciation granulocytaire. 
Ainsi, ces résultats suggèrent qu’en permettant la survie des cellules de LAP différenciées, p62/SQSTM1 et 
BECLIN 1 pourraient contribuer au développement des résistances à l’ATRA et/ou à l’induction des 
complications associées à ce traitement tel que le syndrome de différenciation. 
Mot clés : Leucémie, Autophagie, Survie, Différenciation, BECLIN 1, p62/SQSTM1 
ABSTRACT 
Regulation and functions of autophagy during differentiation 
of Acute Promylocytic Leukemia cells. 
 
 Autophagy, a lysosomal process used by the cell to degrade and recycle cytoplasmic constituents, is 
essential for cell survival, differentiation and the maintenance of cellular homeostasis. Autophagy is often 
involved in cell survival and resistance to anti-tumor therapy. Acute promyelocytic leukemia (APL) results 
from a blockade of granulocyte differentiation at the promyelocytic stage. All-trans retinoic acid (ATRA), 
a potent differentiation agent, has been shown to induce clinical remission in APL patients.  The aim of our 
study was to investigate the regulation and roles of autophagy during ATRA-induced APL cells maturation 
into neutrophils/granulocytes with the ultimate objective to identify critical mechanisms involved in 
chemoresistance of APL patients. During my thesis, I demonstrated that autophagy is upregulated during 
the course of ATRA-induced neutrophil/granulocyte differentiation of APL cells. This response is 
associated with inhibition of mTOR activity and upregulation of both BECLIN 1 and p62/SQSTM1 
proteins. Interestingly, induction of p62/SQSTM1 by ATRA was impaired in maturation-resistant NB4 
cells but is re-activated when differentiation was restored in these cells. Accordingly, primary blast cells of 
AML patients exhibited significantly lower p62/SQSTM1 mRNA levels than did granulocytes from healthy 
donors.  Together, these results highlight that p62/SQSTM1 expression level is repressed in immature 
myeloid cells compared to mature ones. Moreover, I demonstrated that BECLIN 1 and p62/SQSTM1 
proteins are essential for the survival of myeloid cells that undergo differentiation but have no crucial effect 
on the granulocytic differentiation.  
 This finding may help to elucidate the mechanisms involved in ATRA resistance of APL patients, 
and in the ATRA syndrome caused by an accumulation of mature APL cells.  
 

















CHAPITRE I : L’AUTOPHAGIE 
 
I. Les différents types d’autophagie 
 
Le terme autophagie vient du grec auto (soi-même) et phagos (manger) et désigne un ensemble de 
processus permettant à la cellule de dégrader une partie de son contenu via le lysosome. Ce processus 
est conservé au cours de l’évolution des Eucaryotes. Par sa fonction de dégradation et de recyclage de 
diverses macromolécules et organites cellulaires, l’autophagie joue un rôle important dans 
l’homéostasie des cellules. Ce processus est une voie de catabolisme de protéines à vie longue, 
complémentaire de celle du protéasome impliquée dans la dégradation de protéines à vie courte. 
L’autophagie est impliquée dans diverses réponses biologiques telles que le développement, la 
différenciation des cellules, l’inflammation, les réponses immunitaires, la survie cellulaire et le 
vieillissement1. De ce fait, sa dérégulation favorise le développement et la progression de plusieurs 
pathologies dont le cancer 2, 3.  
A ce jour trois types d’autophagie ont été décrit : la micro-autophagie, l’autophagie dépendante 
des protéines chaperonnes et la macro-autophagie (voir Figure 1). 
Le terme de micro-autophagie a été utilisé pour la première fois en 1966 par les Pr. De Duve et 
Wattiaux pour décrire un processus impliquant l’invagination de la membrane lysosomale pour 
séquestrer de petits constituants cytoplasmiques et les dégrader par les hydrolases contenues dans le 
lysosome4. Bien que la micro-autophagie soit considérée comme une forme d’autophagie 
constitutivement active dans les cellules, il n’existe que peu d’études sur les mécanismes de sélection 
du matériel cellulaire par ce processus5. 
L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes est un processus de dégradation sélective 
par le lysosome de protéines cytosoliques présentant des séquences consensus KFERQ ou «KFERQ-
like ». Au cours de ce processus, ces protéines sont reconnues par la protéine chaperonne Hsc70 (Heat 
Shock Cognate protein) qui assure leur dépliement et leur transport à la protéine lysosomale LAMP-
2A (Lysosomal Associated Membrane protein Type 2A)6.  




En 1963, suite à des observations de coupes de cellules en microscopie électronique, le Pr. 
Christian de Duve a identifié et caractérisé les autophagosomes comme des vésicules multi-
membranaires englobant du matériel cellulaire dense aux électrons. Cela correspond à la découverte de 
la macroautophagie, appelée dans la suite de ce document autophagie. Ce processus permet la 
dégradation des constituants intracellulaires au niveau des lysosomes telles que les protéines à vie 
longue, les agrégats protéiques, les lipides, les carbohydrates, les organites endommagés ainsi que les 
microorganismes intracellulaires1.  
 
Figure 1 : Les différents types d’autophagie (d’après 7) 
(a) Durant la macroautophagie, des vésicules délimitées par des membranes doubles appelées 
autophagosomes sont formées pour transporter des constituants cellulaires vers le lysosome dans 
lequel le matériel séquestré est dégradé. (b) Au cours de la micro-autophagie la membrane 
lysosomale s’invagine pour séquestrer une partie du contenu du cytoplasme des cellules. (c) Au cours 
de l’autophagie dépendante des protéines chaperonnes (CMA), les protéines présentant des motifs 
spécifiques KFERQ sont reconnues et dépliées par la protéine chaperonne Hsc70. Ces protéines sont 
ensuite transportées vers le lysosome par la protéine lysosomale Lamp2a.  
 
II. La macro-autophagie 
 
Le processus d’autophagie se déroule en plusieurs étapes (voir Figure 2). La première étape 
s’initie par la formation d’une double membrane au point de nucléation appelée phagophore. Ensuite, 
cette membrane s’allonge pour séquestrer une partie du contenu cytoplasmique et former une vésicule 




délimitée par une double membrane nommée autophagosome. L’autophagosome fusionne ensuite avec 
un lysosome ou un endosome pour former respectivement un autolysosome ou un amphisome. La 
dernière étape de ce processus consiste en la dégradation du contenu de l’autophagosome par les 
enzymes lysosomales. Les constituants cellulaires ainsi dégradés seront ensuite réutilisés par la cellule.  
 
 
 Figure 2 : Les différentes étapes de la macroautophagie 
La première étape de l’autophagie est la formation d’une structure multi-membranaire appelée 
phagophore. Une fois formée, cette structure s’allonge afin de séquestrer une partie du contenu 
cytoplasmique jusqu’à la fermeture de la vésicule, qui est alors nommée autophagosome. Cette 
dernière va ensuite fusionner avec un lysosome ou un endosome, pour former respectivement 
l’autolysosome et l’amphisome. Le matériel séquestré sera par la suite dégradé par des enzymes 
lysosomales. 
 
L’autophagie fonctionne en niveau basal pour éliminer les structures cellulaires obsolètes telles 
que les organites endommagés et les agrégats de protéines, permettant ainsi de maintenir 
l’homéostasie cellulaire. L’autophagie peut être également activée en réponse à plusieurs conditions 
physiologiques et pathologiques permettant à la cellule d’adapter son métabolisme pour survivre à 
différentes situations de stress1. 
L’autophagie a été longtemps considérée comme un processus non-sélectif permettant la 
dégradation massive des constituants cellulaires lors d’une privation en nutriments. Cependant, de 
nombreuses données récentes de la littérature démontrent l’existence de plusieurs types d’autophagie 
sélective8 (voir Figure 3). Par exemple, l’autophagie peut être impliquée dans la dégradation sélective 
des mitochondries9, des peroxysomes10, du réticulum endoplasmique11, d’une partie du noyau12, des 
lipides13, des ribosomes14 et des microorganismes intracellulaires15 (voir Figure 3). Cette autophagie 
sélective requiert la présence des protéines adaptatrices impliquées dans la reconnaissance des 




substrats spécifiques et leur recrutement vers l’autophagosome8. Un exemple largement étudié dans la 
littérature est la protéine p62 (également connue sous le nom de SQSTM1, pour sequestosome 1), qui 
est impliquée dans la dégradation d’agrégats protéiques8. Cette protéine a la caractéristique de se lier à 
la protéine autophagique Microtubule-associated protein 1-Light Chain 3 (MAP 1-LC3) par son 
domaine LC3 interacting Region (LIR) d’une part, et d’interagir avec son domaine Ubiquitin Binding 
Domain (UBA) avec les substrats cellulaires ubiquitinylées, d’autre part. Une partie de notre étude a 
porté sur cette protéine, c’est pourquoi nous avons consacré dans ce manuscrit un chapitre sur la 
structure et les fonctions de cette protéine (voir chapitre 6).  
 
Figure 3 : Schéma représentant les différents types d’autophagie sélective  
L’autophagie est impliquée dans la dégradation spécifique du réticulum endoplasmique, des 
ribosomes (ribophagie), des peroxysomes (pexophagie), des mitochondries (mitophagie), des agrégats 
protéiques (agréphagie), d’une partie du noyau (nucléophagie), des bactéries et virus (xénophagie), et 
des lipides (lipophagie). La pexophagie requiert la protéine adaptatrice p62/SQSTM1. La dégradation 
des mitochondries fait appel aux protéines PTEN induced putative Kinase 1 (PINK1), PARKIN et 
p62/SQSTM1. L’implication de la protéine NIX a été également décrite dans la mitophagie, 
notamment lors de la différenciation des réticulocytes. Les protéines p62/SQSTM1 et Neighbor of 
BRCA1(NBR1) sont impliquées dans le processus de l’agréphagie. La xénophagie requiert les 
protéines adaptatrices p62/SQSTM1 et Nuclear Dot Protein 52 kDa (NDP52). Les protéines 
adaptatrices impliquées dans la nucléophagie, la ribophagie, la lipophagie et la dégradation du 
réticulum endoplasmique, ne sont pas encore identifiées. 





1. La machinerie moléculaire de l’autophagie  
 
Dans le milieu des années 1990, la découverte des gènes Autophagy related genes (ATG), 
impliqués dans la formation de l’autophagosome chez la levure Saccharomyces cerevisiae a permis 
d’apporter non seulement des avancées importantes dans la régulation moléculaire de l’autophagie 
mais aussi une meilleure compréhension de la fonction physiologique et physiopathologique de ce 
processus16. A l’heure actuelle, 35 gènes différents ont été identifiés chez la levure, dont une quinzaine 
conservés chez les mammifères (voir Tableau 1). 
 
Tableau 1 : Les principales protéines autophagiques impliquées dans la formation de 
l’autophagosome (d’après 3) 
 
 
Les protéines ATG sont impliquées dans les différentes étapes du processus autophagique, à 
savoir dans l’initiation, dans la reconnaissance des constituants cellulaires destinés à être dégradés, 
dans la maturation et la fusion de l’autophagosome avec le lysosome. 




2. Les différentes étapes de l’autophagie 
 
2.1 Initiation du processus autophagique 
 
L’autophagie s’initie par la formation d’une membrane nommée phagophore ou appelée 
« membrane d’isolation » (voir Figure 4). L’origine de cette membrane est à l’heure actuelle débattue. 
L’hypothèse la plus vraisemblable est qu’elle dérive d’une région particulière du réticulum 
endoplasmique enrichie en PI(3)P appelée omégasome17. La formation de l’omégasome requiert le 
recrutement du complexe Unc-51-Like kinase 1 (ULK1) et du complexe PI3K de classe III (voir 
chapitre 2.2) entraînant la génération de PI(3)P et le recrutement des protéines effectrices de PI(3)P, 
telles que la protéine double FYVE domain-containing protein 1 (DFCP1) et la protéine WD-repeat 
protein interacting with phosphoinositides (WIPI), orthologue d’ATG1818-21. Ces protéines sont 
nécessaires pour l’élongation et la fermeture de la double membrane autophagosomale.  
Certaines données de la littérature démontrent également l’émergence des vésicules 
autophagiques à partir de l’appareil de Golgi, des mitochondries, ou de la membrane plasmique22-24. La 
question qui se pose est de savoir si la formation des autophagosomes nécessite l’ensemble de ces 
sources ou si elle implique une régulation spécifique qui détermine la source de la membrane à utiliser 
pour un type spécifique d’autophagie.   
La formation de l’autophagosome nécessite la participation de différents 
complexes protéiques : le complexe ULK1 et le complexe PI3K de classe III, des protéines WIPI et 
ATG9 ainsi que les systèmes de conjugaison ATG5/ATG12 et LC3-PE. 





Figure 4 : Formation de l’omégasome et de l’autophagosome (d’après 25) 
Lorsque les cellules disposent de nutriments, le complexe mTORC1 régule négativement l’autophagie. 
Lors d’une carence en nutriments, le complexe ULK1 (composé de ULK1-ATG13-FIP200-ATG101) se 
relocalise au niveau du réticulum endoplasmique pour activer le complexe PI3K de classe III 
(composé de BECLIN 1-ATG14 (BARKOR)-AMBRA1-Vps15 (p150)-Vps34 (PI3K de classe III)).  
Cette étape entraîne la génération de PI(3)P et le recrutement des protéines effectrices de PI(3)P, 
WIPI1 et ATG9 au niveau de l’omégasome. Les complexes ATG12-ATG5-ATG16 et LC3-PE 
interviennent ensuite dans la formation de l’autophagosome. ATG9L participe également à l’initiation 
de la formation de l’autophagosome. 
 
 
2.1.1 Le complexe ULK1 
 
La protéine Unc-51-Like kinase (ULK1), orthologue d’ATG1 chez la levure, est une 
sérine/thréonine kinase. Elle joue un rôle clé dans les phases précoces de l’induction de l’autophagie. 
ULK1 forme un complexe stable avec ATG13 et Focal adhesion kinase family interacting protein of 
200kDA (FIP200)26. Le complexe ULK1 est régulé par mammalian Target Of Rapamycin complex 1 
(mTORC1) qui comme son nom l’indique est une cible de la rapamycine. Le complexe mTORC1 est 
constitué de différentes protéines : mTOR, Regulatory Associated Protein of mTOR (RAPTOR), 




mammalian Lethal with Sec 13 Protein 8 (mLST8), Proline-Rich AKT Substrate 1 (PRAS40) et 
Domain containing mTOR interacting protein (DEPTOR). 
Dans des conditions physiologiques, le complexe mTORC1 interagit avec ULK1 via 
RAPTOR. Ceci conduit à la phosphorylation d’ULK1 (sur la sérine 757) et d’ATG13 inhibant ainsi 
l’activité kinase d’ULK1 et l’autophagie. Lors d’une carence en nutriments, l’inactivation de 
mTORC1 entraîne la dissociation du complexe ULK1 et la déphosphorylation des protéines ULK1 et 
ATG13 au niveau des sites précédents. Cette étape provoque l’activation d’ULK1 qui induit sa propre 
phosphorylation (en position 467), celle d’ATG13 (en position 318) et celle de FIP200 contribuant 
ainsi à l’initiation de l’autophagie26-28. Récemment, il a été montré qu’ULK1 pouvait également 
phosphoryler Activating Molecule in BECLIN1 Regulating Autophagy (AMBRA1) et BECLIN 1, 
activant ainsi le complexe PI3K de classe III et la formation de l’autophagosome, mettant en exergue 
l’interaction entre la voie ULK1 et BECLIN 129, 30 (voir Figure 5). ULK1 interagit également avec 
ATG101, une autre protéine clé dans l’induction du processus autophagique via ATG13. ATG101 
semble être importante pour la phosphorylation basale d’ULK1 et d’ATG13 31. 
 
Figure 5 : Le complexe ULK1 
Lorsque les cellules disposent de nutriments, le complexe mTORC1 est actif, ce qui conduit à la 
phosphorylation des protéines ATG13 et ULK1 et l’inhibition de l’autophagie. En condition de 
carence en nutriments, le complexe mTORC1 se dissocie du complexe ULK1, ce qui entraîne la 
déphosphorylation d’ATG13 et d’ULK1. Dans cette condition, ULK1 s’autophosphoryle et 
phosphoryle ATG13 et FIP200, induisant ainsi l’activation de l’autophagie. 
 




Durant l’autophagie, le complexe ULK1 est localisé sur les membranes d’isolation où il induit 
la formation de compartiments membranaires enrichis en PI(3)P à travers la stimulation du complexe 
PI3K de classe III et d’AMBRA1.  
2.1.2 Le complexe PI3K de classe III 
 
La formation du phagophore, sa nucléation et son élongation nécessitent la formation de 
complexes de PI3K de classe III avec d’autres protéines. La base de tous les complexes de PI3K de 
classe III consiste en la PI3K de classe III elle-même, la protéine BECLIN 1, l’orthologue de la 




Figure 6 : Formation de différents complexes de PI3K de classe III (voir texte).  
La formation du complexe protéique 1 est responsable de l’initiation de l’autophagie. La constitution 
du complexe 2a entraîne la formation et la maturation de l’autophagosome. Le complexe protéique 2b 
a un effet inhibiteur dans la maturation de l’autophagosome.  
 
L’étape initiale de la formation de l’autophagosome est déclenchée quand BECLIN 1 s’associe 
aux protéines BECLIN 1-associated Autophagy-Related Key regulatOR (BARKOR) et AMBRA1, ce 
qui entraîne le recrutement de la PI3K de classe III au niveau de l’omégasome, une structure 
émergente du réticulum endoplasmique en forme d’oméga servant de plateforme pour la biogenèse de 
l’autophagosome 32, 33. Ce complexe est appelé complexe 1 de PI3K de classe III. Récemment, il a été 
démontré que le complexe ULK1 peut également activer le complexe 1 de PI3K de classe III en 
induisant la phosphorylation d’AMBRA1, ce qui conduit à la libération du complexe 1 de PI3K de 




classe III du cytosquelette, induisant ainsi la formation de la plateforme oméogasome34. Cette 
interaction induit également l’activité de la GTPase Rab7, protéine impliquée dans la maturation de 
l’autophagosome et dans le trafic vésiculaire35. 
Les protéines UVRAG et BARKOR sont en compétition pour BECLIN 1 et s’excluent 
mutuellement36. UVRAG interagit avec deux protéines : Bax-Interacting Factor 1 (BIF-1) et Run 
domain cystein rich domain containing BECLIN1 Interacting protein (RUBICON)37, 38. Ces deux 
protéines sont des régulateurs positifs et négatifs de la PI3K de classe III respectivement. L’activité 
autophagique de BECLIN1 est également régulée négativement par son interaction avec les protéines 
anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL 39. En condition de carence en nutriments, la protéine BCL-2 est 
phosphorylée par Jun N-terminal protein kinase 1 (JNK), conduisant à sa dissociation de BECLIN 1 et 
l’induction de l’autophagie 40. 
2.2  Elongation de l’autophagosome 
 
L’élongation de l’autophagosome repose sur deux systèmes de conjugaison similaire au système 
de conjugaison impliqué dans la fixation de l’ubiquitine à une protéine cible : le système de 
conjugaison ATG12/ATG5 et le système de conjugaison LC3- phosphatidyléthanolamine (PE). 
 
2.2.1 Le système de conjugaison ATG12/ATG5 
 
La fixation covalente d’ATG12 à ATG5 requiert l’activation de deux enzymes ATG7, 
(enzyme de type E1) et ATG10 (enzyme de type E2). Le complexe ATG12/ATG5 ainsi formé 
s’associe à ATG16 pour former un complexe multimérique qui est alors recruté à la membrane 
autophagosomale. Ce complexe se dissociera de l’autophagosome avant la fermeture de celle-ci41-44 
(voir Figure 7). 





Figure 7 : le système de conjugaison ATG12-ATG5 
L’enzyme de type E1 ATG7 et l’enzyme de type E2 (ATG10) catalysent la fixation d’ATG12 sur la 
protéine ATG5. Le complexe ATG5/ATG12 s’associe ensuite à ATG16L et forme un complexe 
tétramérique. Ce complexe sera ensuite recruté à la membrane autophagosomale et se dissociera de 
celle-ci avant la fermeture de l’autophagosome. 
 
2.2.2 Le système de conjugaison LC3/phosphatidyléthanolamine  
 
A ce jour, quatre homologues d’ATG8 ont été décrits chez les mammifères : Microtubule 
associated protein 1 Light Chain 3 (LC3/MAP1-LC3/LC3B), GABAA receptor associated protein 
(GABARAP), Golgi Associated ATPase enhancer of 16 kDa (GATE 16) et ATG8L. La protéine 
LC3/MAP1-LC3/LC3B est impliquée dans l’élongation de l’autophagosome et sa maturation ainsi que 
dans la sélection des substrats destinés à la dégradation par autophagie. Les GABARAP et GATE 16 
interviennent essentiellement dans la fermeture de l’autophagosome45. 
 
L’enzyme de type E1 ATG7 et l’enzyme de type E2 ATG3 catalysent la fixation d’ATG8 sur 
un lipide, la phosphatidyléthanolamine (PE)46. ATG8 subit une modification supplémentaire car elle 
ne peut être activée par ATG7 que si elle est clivée au préalable par la protéase ATG4, qui fait 
apparaître une glycine à l’une de ses extrémités47. Cette glycine est essentielle pour la formation de 
pont thio-ester avec les protéines ATG7 et ATG3. Elle permet également la conjugaison de LC3 avec 
la PE ce qui conduit à sa relocalisation à la membrane autophagosomale48 (voir Figure 8). 
 
Une fois l’autophagosome formé, toutes les protéines ATG se dissocient de la membrane 
autophagosomale, à l’exception de la protéine LC3-II (voir Figure 8) qui reste ancrée à cette 
membrane. Par cette caractéristique, la protéine LC3-II constitue un marqueur de l’autophagosome48. 




Les protéines GABARAP et GATE16 vont subir des modifications post-traductionnelles similaires à 
LC3, c’est à dire clivage par ATG4 et conjugaison à la PE49.  
 
Figure 8 : Le système de conjugaison LC3-PE 
La protéase ATG4 clive la protéine LC3 avant qu’elle ne soit activée par la protéine ATG7. L’enzyme 
de type E1 (ATG7) et l’enzyme de type E2 (ATG3) catalysent la fixation d’ATG8 sur un lipide, la 
phosphatidyléthanolamine (PE). La protéine ainsi formée est appelée LC3-II. Ce processus est 
réversible, parce que LC3-II peut être clivée par la protéase ATG4. Cette conjugaison et le 
recrutement de LC3-II à la membrane autophagosomale sont dépendants du complexe 
ATG5/ATG12/ATG16. 
 
2.3 Fusion de l’autophagosome et dégradation de son contenu  
 
L’autophagosome peut fusionner avec l’endosome pour former l’amphisome avant de 
fusionner avec un lysosome. L’autophagosome peut également directement fusionner avec le 
lysosome pour former un autolysosome50. A cette étape, la protéine LC3-II, exclusivement attachée à 
la membrane externe de l'autophagosome, sera recyclée en LC3-I par un clivage de la liaison avec la 
PE assurée par la protéase ATG4 alors que la protéine LC3-II, ancrée à la membrane interne de 
l’autophagosome est dégradée par les hydrolases lysosomales47, 48. Le matériel séquestré dans les 
autophagosomes est également dégradé par ces hydrolases qui fonctionnent de façon optimale en 
conditions de pH acide. Plusieurs protéines sont impliquées dans ces processus de fusion vésiculaire 
telles que les protéines de la famille RAB, FYVE and coiled to coil domain containing protein 
(FYCO1), la protéine Endosomal Sorting Complex Required for Transport III (ESCRT III) les Soluble 
N ethyl malimide sensitive factor attachement protein receptor (SNARE), les LAMP et l’ATPase 
Associated with diverse cellular Activities ATPase (AAA ATPase)51-55. Le blocage de la maturation 
des autophagosomes ou leur fusion avec le lysosome ainsi qu’un mauvais fonctionnement des 




lysosomes pourraient conduire à l’interruption du flux autophagique (terme utilisé pour définir 
l’activité autophagique allant de la séquestration du matériel cellulaire à leur dégradation par les 
lysosomes) et avoir des conséquences délétères pour la cellule. Enfin, l’étape finale de l’autophagie est 
l’efflux des métabolites ainsi générés vers le cytosol et la reformation de vésicules lysosomales par 








3. La protéine BECLIN 1 
 
3.1  Introduction 
 
En 1998, Liang et ses collaborateurs ont identifié la protéine BECLIN 1 comme un 
nouveau  partenaire de la protéine anti-apoptotique B-cell lymphoma-2 (BCL-2), d’où le nom attribué 
à cette protéine: myosin-like coiled-coil BCL-2 interacting protein 1 (BECLIN 1)58. Très vite après 
cette découverte, il fut montré que BECLIN 1 jouait un rôle central dans la régulation de l’autophagie. 
Chez la levure, l’expression hétérologue de BECLIN 1 complémente de 80 % les fonctions 
autophagiques dans un mutant ΔATG659. En accord avec ces données, l’autophagie n’est pas 
fonctionnelle dans les cellules souches embryonnaires invalidées pour le gène BECN160. La délétion 
de BECLIN 1 dans les cellules souches embryonnaires limite l’engloutissement et l’élimination de 
cellules apoptotiques et la formation des corps embryoïdes60. En accord avec ces résultats, les souris 
invalidées pour BECLIN 1 meurent très précocement au cours de l’embryogénèse, suggérant le rôle 
critique de BECLIN 1 dans les phases précoces du développement60. 
Le gène BECN1 est localisé sur le chromosome 17 (17q21) proche du locus du gène 
BRCA1, gène de susceptibilité aux cancers du sein et de l’ovaire61. Les délétions monoalléliques du 
gène BECN1 sont fréquemment observées dans des tumeurs du sein, de l’ovaire et de la prostate (40 à 
70 % des cas)59, 61, 62. De plus, la réintroduction du gène BECN1 dans des cellules de cancers 
mammaires inhibe leur pouvoir tumoral et restaure leur capacité autophagique59. Enfin, l’invalidation 
mono-allélique du gène BECN1 chez la souris conduit au développement spontané de tumeurs dans 
plusieurs tissus60. Ces résultats suggèrent que BECLIN 1 joue un rôle de suppresseur de tumeur et que 
la diminution de son activité contribuerait au développement de certains types de cancers. De façon 
paradoxale, BECLIN 1 est impliquée dans la maintenance et le développement des cellules souches de 
cancer mammaire, dans un modèle d’implantation sur des souris63. Ces données suggèrent que le rôle 
de BECLIN 1 dans la tumorigenèse dépend du contexte du cancer.  
 
Outre son rôle dans l’autophagie, BECLIN 1 est impliquée dans plusieurs processus 




biologiques comme l’adaptation aux stress, la mort cellulaire, le développement, l’endocytose, la 
cytokinèse, l’immunité, la tumorigenèse et le vieillissement64. L’idée que toutes ces fonctions de 
BECLIN 1 impliquent seulement sa capacité à réguler l’autophagie est actuellement sérieusement mise 
en question. Le rôle central de BECLIN 1 dans plusieurs processus biologiques nécessite une 
régulation fine de son expression et de son activité. En effet, plusieurs mécanismes sont impliqués 
dans sa régulation à savoir, le contrôle de son expression par les facteurs de transcription et les 
miARNs, les mécanismes d’inactivation épigénétique, les modifications post-traductionnelles et les 
interactions protéine-protéine. 
 
3.2  Structure 
 
La protéine BECLIN 1 est une protéine de 60 kDa qui présente trois domaines distincts : un 
domaine BCL-2 Homology (BH3), un domaine coiled-coil Domain (CCD) et un domaine 
Evolutionary Conserved Domain (ECD) (voir Figure 9). Grâce à ces domaines, BECLIN 1 peut 
interagir avec de multiples protéines.  
 
Figure 9 : Schéma simplifié de la structure de BECLIN 1 et ses modifications post-traductionnelles 
BECLIN 1 possède un domaine BCL-2 homology (BH3), un domaine Coiled-Coil Domain (CCD)  
incluant un domaine Nuclear Export Domain (NES)  et un domaine Evolutionary Conserved Domain 
ECD. Les protéines DAPK et AKT peuvent phosphoryler la protéine BECLIN 1 sur les sites Thr 119, 
Ser 234 et Ser 295. La protéine TRAF6 est impliquée dans l’ubiquitinylation de BECLIN 1 sur la 
lysine 117. La protéine A20 est responsable de la déubiquitinylation de cette protéine. BECLIN 1 peut 
également être clivée par les caspases sur les sites 124 et 149.  
 




Le domaine BH3 est impliqué dans l’interaction de BECLIN 1 avec les protéines de la famille BCL-2. 
Le domaine CCD est important pour son oligomérisation et contient une région Nuclear Export Signal 
(NES) impliquée dans l’exportation de cette protéine du noyau. Le domaine Evolutionary Conserved 
Domain (ECD) permet à BECLIN 1 d’interagir avec la protéine PI3K de classe III et sert de 
plateforme pour le recrutement d’autres protéines ATG pour orchestrer la formation de 
l’autophagosome. Ce domaine possède également trois acides aminés aromatiques qui forment une 
région hydrophobe et sont impliqués dans l’association de BECLIN 1 avec les lipides membranaires. 
Une mutation des ces acides aminés inhibe cette interaction avec les lipides membranaires18.  
 Récemment, BECLIN 2, l’homologue de BECLIN 1 chez les mammifères, a été identifié par 
le groupe de Beth Levine65. D’un point de vue de la séquence en acides aminés, BECLIN 1 et 
BECLIN 2 présentent une grande similarité avec une divergence du coté N-terminal. Comme BECLIN 
1, cette protéine régule l’autophagie et interagit avec les protéines du complexe PI3Kinase de classe III 
et BCL-2. Cependant, BECLIN 2, contrairement à BECLIN 1, joue un rôle dans l’endocytose des 
récepteurs couplés à la protéine G par son interaction avec la protéine G protein coupled receptor 
Associated Sorting Protein1 (GASP1).  
 
3.3 Mécanismes impliqués dans la régulation de l’activité 
autophagique de BECLIN 1 
 
Les fonctions de BECLIN 1 sont dictées par ses interactions avec ses différents partenaires 
protéiques et ses modifications post-traductionnelles. Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre 
5.2, par son domaine CDD, BECLIN 1 interagit avec la protéine PI3Kinase de classe III qui joue un 
rôle essentiel dans l’induction du processus autophagique66. De nombreuses autres protéines 
interagissent avec BECLIN 1 pour former différents complexes modulant ainsi les fonctions 
autophagiques et non autophagiques de BECLIN 1 (voir Figure 10).  





Figure 10 : Interactome de BECLIN 1 et son rôle dans la régulation de l’autophagie 
BECLIN 1 interagit avec de nombreuses protéines qui modulent sa fonction autophagique.  
Les protéines qui inhibent la fonction autophagique de BECLIN 1 sont : les proteines TGF-beta 
activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2/3 (TAB2/3), AKT, A20, BCL-XL, BCL-2, Myeloid Cell 
Leukemia 1 (MCL-1), RUn domain cystein rich domain containing BECLIN1 interacting protein 
(Rubicon) et Nucleotide binding and oligomerization like receptor 4 (NLRP4). 
Les protéines qui activent la fonction autophagique de BECLIN 1 sont : les protéines Activating 
molecule in BECN1 Regulated Autophagy (AMBRA1), High mobility group Box 1 (HMGB1), PTEN 
induce putative inase 1 (PINK1), Survivin, Vacuole Membrane Protein 1 (VMP1), Signaling 
Lymphocytic Activation Molecule (SLAM), Death Associated Protein Kinase (DAPK), TNF Receptor 
Associated Factor 6 (TRAF6), Bax interacting factor-1 (BIF-1) et UV Radiation Associated Gene 
(UVRAG). 
 
Les protéines BCL-2 et BCL-XL interagissent directement avec le domaine BH3 de BECLIN 
1, induisant une inhibition de la fonction autophagique de BECLIN 139, 67, 68. Deux modèles distincts 
ont été proposés pour la dissociation du complexe BECLIN 1/BCL-2 et BECLIN 1/BCL-XL: BCL-2 et 
BCL-XL peuvent se dissocier de BECLIN 1 après l’activation des protéines à domaines « BH3-only » 
(ou artificiellement en présence de des molécules BH3 mimétiques) par un mécanisme de compétition 
pour la fixation sur le domaine BH369. Le complexe peut également se dissocier après phosphorylation 
de BCL-2 sur les positions Thr 69, Ser 70 et Thr 8740. BECLIN 1 peut être libérée de son inhibiteur 
BCL-2 suite à son interaction avec la protéine High Mobility Group Box 1 (HMGB1), sa 
phosphorylation par Death Associated Protein Kinase (DAPK) sur la position Lys 119, ou son 
ubiquitinylation (sur la position Lys 117) par la protéine TRAF670-72. Le complexe PI3kinase de classe 




3 est inactif quand il est associé à une protéine de moteur, la Dynéïne [dynein light chain 1/2 
(DLC1/2)] et les microtubules33. La phosphorylation de BECLIN 1 par AKT assure la liaison de la 
protéine adaptatrice 14-3-3 au cytosquelette et bloque l’autophagie73. Au contraire, la phosphorylation 





Figure 11 : Représentation schématique des mécanismes régulant la fonction autophagique de 
BECLIN 1 (d’après 64) 
Les modifications post-traductionnelles de BECLIN 1 peuvent affecter sa liaison avec BCL-2 et BCL-
XL, aboutissant à une activation de l’autophagie. BCL-2 peut se dissocier de BECLIN 1, suite à sa 
liaison avec des protéines BH3-only ou des molécules  mimétiques de BH3 (ou ADP Ribosylation 
Factor (ARF)), ou après sa phosphorylation par JNK sur les résidus Thr69, Ser70 et Thr87 de Bcl-2. 
De plus, Beclin 1 peut être libérée de ses inhibiteurs, soit par sa liaison avec HMGB1,  à travers sa 
phosphorylation sur le résidu Thr119 qui met en jeu la DAPK, soit après sa poly-ubiquitinylation en 
position Lys117. La fonction autophagique de Beclin 1 est inhibée par sa  phosphorylation sur les 
sites Ser234 et Ser295 par AKT et par son interaction avec les protéines TAB2/TAB3. La régulation de 
la fonction autophagique de BECLIN 1 dépend également de sa localisation. En condition basale, 
AMBRA1 favorise la liaison du complexe 1 de PI3K de classe III au niveau des microtubules. Lors de 
l’activation de l’autophagie, AMBRA1 est phosphorylée  ce qui entraîne le relargage du complexe 
PI3K de classe III  et sa relocalisation au niveau du réticulum endoplasmique permettant ainsi  la 
formation de l’autophagosome. 
 




3.4  Mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression de 
BECLIN 1 
 
L’expression de BECLIN 1 est induite dans certaines conditions : par exemple lors de la 
carence des cellules en nutriments, en réponse à un traitement par les céramides ou en condition 
d’ischémie/reperfusion cardiaque. Il existe plusieurs mécanismes impliqués dans la régulation de 
l’expression de BECLIN 174, 75 (voir figure 12).  
Plusieurs facteurs de transcription ont été identifiés pour contrôler l’expression de BECLIN 
1, comme les facteurs de transcription Forkhead Box O3 (FOXO3), Nuclear Factor- kappa B (NF-κB), 
Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF1), c-Jun et E2F176-79. De plus, l’étude du promoteur de BECLIN 1 
révèle la présence de séquences consensus de liaison de NF-κB, c-Jun et E2F176, 77, 80-82. Il est à noter 
que l’activation de ces facteurs de transcription n’entraîne pas nécessairement une induction de 
l’expression de BECLIN 1, suggérant que ces régulations sont dépendantes de la participation de 
plusieurs événements cellulaires et certainement du type cellulaire. Par exemple, l’activation du 
récepteur TCR (T-cell Receptor) dans les cellules Jurkat T humaines et les lymphocytes T 
périphériques de souris entraîne une induction de BECLIN 1 dépendante de l’activation de NF-κB80. 
De même, NF-κB régule positivement l’expression de BECLIN 1 dans les cellules HeLa soumises à 
un choc thermique83. En revanche, l’activation de NF-κB par le TNFα dans les cellules de sarcome 
d’Ewing n’entraîne pas d’augmentation de l’expression de BECLIN 1 suggérant que la régulation de 
BECLIN 1 par NF-κB est réprimée par la voie de signalisation du TNF dans ces cellules84. Le facteur 
de transcription FOXO3 régule également la transcription de BECLIN 1 et celle des gènes 
autophagiques LC3 et GABA(A) receptor associated protein L1 (GABARAPL1)77. L’activation du 
facteur de transcription HIF1 assure la transcription du gène BECN 1 et joue un rôle clé dans la 
résistance à la Staurosporine des chondrocytes cultivés en condition hypoxique76. L’expression de 
BECLIN 1 est également contrôlée par la voie JNK/c-Jun, dans des cellules de carcinomes 
nasopharyngés et des cellules de carcinomes épidermoïdes en réponse aux céramides81. Lors de 
l’activation du facteur de transcription E2F1 par la protéine 14-3-3τ dans la lignée d’ostéosarcome 
U2OS, la transcription de BECLIN 1 est induite85. 






Figure 12 : Régulation de l’expression de BECLIN 1 
(a et b) Régulation transcriptionnelle de BECLIN 1. (a) Les facteurs de transcription E2F1, FOXO3, 
NF-κB, c-JUN, et HIF-1α sont impliqués dans l’induction de l’expression de BECLIN 1. (b) 
Inversement, l’inactivation épigénétique par hyperméthylation des ilôts CpG du promoteur du gène 
BECN 1 aboutit à une diminution de l’expression de l’ARNm de BECN 1. (c) Les miR30a et miR376b 
régulent négativement l’expression de l’ARNm de BECN1. (d) Au cours de l’apoptose, le clivage de 
BECLIN 1 par les CASPASES génère un fragment qui acquiert une fonction pro-apoptotique mais qui 
perd son aptitude à induire l’autophagie. BECLIN 1 est également la cible des calpaïnes qui induisent 
sa dégradation complète ou son clivage générant un fragment de 50kDa  (BECLIN 1-50).  
 
De façon intéressante, des séquences de fixation pour les microARNs miR30a et miR376b ont 
été identifiées dans la région 3’UTR de l’ARNm de BECN178, 86. Le traitement des cellules tumorales 
par les mimétiques de miR30a inhibe l’expression de l’ARNm et de la protéine BECLIN 1 et 
sensibilise les cellules tumorales au cisplatine, un composé anticancéreux alkylant l’ADN78. De même, 
l’expression de miR30a dans les cellules leucémiques conduit à la sensibilisation de ces cellules à 
l’action de l’Imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase utilisé dans le traitement de leucémie myéloïde 
chronique87. L’expression du microARN miR376b atténue l’activation de l’autophagie par la 
rapamycine dans des cellules cancéreuses (Huh-7 et MCF7) et inhibe l’expression de l’ARN messager 




de BECN1 en induisent sa dégradation86. Des îlots CpG ont été identifiés au niveau du l’extrémité 5’ 
de l’intron 2 du gène de BECN188. Une hyperméthylation de cette région dans le promoteur de 
BECLIN 1 conduit à une diminution de l’expression de BECLIN 1 dans certaines tumeurs de cancer 
mammaires88. 
Plusieurs données de la littérature démontrent que l’expression de BECLIN 1 peut être 
modulée par son clivage au cours de l’apoptose. Par exemple, le clivage de BECLIN 1 par la 
CASPASE 3 génère un fragment C terminal qui se relocalise au niveau des mitochondries et acquiert 
une nouvelle activité cellulaire pro-apoptotique64, 89. La calpaïne constitue une autre classe de 








4. La protéine p62/SQSTM1 
4.1 Introduction 
 
En 1996, l’équipe de Jaekyoon Shin clona l’ADNc de la protéine p62/SQSTM1 pour la 
première fois. Elle fut alors nommée lymphoid-specific Src family tyrosine kinase (LCK)-ligand car 
elle présentait la capacité de se lier à la tyrosine kinase LCK91. Après observation au microscope à 
fluorescence, l’équipe de Shin nota la capacité de p62/SQSTM1 à former des agrégats dans la cellule. 
La protéine fut alors renommée Sequestosome192. Parallèlement, la protéine fut également isolée en 
tant que nouveau partenaire des protéines PKC atypiques93. Elle est également connue sous le nom de 
ZIP ou A170. p62/SQSTM1 est une protéine adaptatrice au carrefour de différentes voies de 
signalisation impliquées dans la survie, la mort, l’inflammation, la réponse immunitaire innée, la 
différenciation et le métabolisme des cellules94. Cette protéine joue également un rôle important dans 
le processus d’autophagie puisqu’elle est impliquée dans le recrutement et l’adressage des constituants 
cellulaires ubiquitinylés vers le lysosome assurant ainsi leur dégradation et leur recyclage8. 
p62/SQSTM1 assure également le transport des protéines ubiquitinylées vers la voie de dégradation 
protéasomale95. La protéine p62/SQSTM1 est fréquemment accumulée dans les inclusions neuronale 
des patients souffrants d’une accumulation des agrégats protéiques96. Une expression anormale de 
p62/SQSTM1 a été observée dans plusieurs types de cancer97-100. Des mutations du gène  p62/SQSTM1 
ont été décrites dans la maladie de Paget, une affection caractérisée par une augmentation du nombre 
et de l’activité des ostéoclastes conduisant à des anomalies dans l’architecture de l’os101. Des souris 
invalidées pour le gène p62/SQSTM1 deviennent obèses, avec un défaut du métabolisme du glucose et 
une intolérance à l’insuline 102, 103. Les fonctions cellulaires de p62/SQSTM1 sont sous l’influence de 
ses interactions avec les différentes partenaires protéiques, sa localisation cellulaire et ses 
modifications post-traductionnelles.  
 
 




4.2  Structure 
 
p62/SQSTM1 est une protéine de 62 kDa constituée de 440 acides aminés et présentant les 
domaines majeurs suivants (voir Figure 13): 
 
Figure 13 : Structure de p62/SQSTM1 (voir texte) 
p62/SQSTM1 possède les domaines suivants : un domaine Protein Binding 1 (PB1), un domaine Zinc 
finger (ZZ), un domaine TRAF6 Binding (TBD), deux domaines Nuclear Localisation Signal (NLS1 et 
NLS2), un domaine Nuclear Export Signal (NES), un domaine LC3 Interacting Region (LIR), un 
domaine Keap 1 Interacting Region (KIR) et un domaine Ubiquitin Associated Domain (UBA). 
 
- Un domaine Protein Binding (PB1) qui permet son oligomérisation et son interaction avec les 
proteines Neighbor BRCA1 gene (NBR1), Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) et les 
protéines PKC atypiques93, 104, 105.  
- Un domaine Zinc finger (ZZ), qui permet son interaction avec la protéine Receptor Interacting 
Protein (RIP1)106. 
- Un domaine TRAF6 Binding (TBD) qui permet son interaction avec TNF Receptor-associated 
Factor 6 (TRAF6)107. 
- Un domaine Nuclear Export Signal (NES) et deux domaines Nuclear Localisation Signal (NLS) lui 
permettant de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau108.  
- Un domaine LC3 Interacting Region (LIR) qui assure sa liaison avec LC3 et les autophagosomes109. 
- Un domaine KEAP1 Interacting Region (KIP), nécessaire pour sa liaison avec la protéine Kelch-like 
ECH-associated protein1 (KEAP). Cette liaison libère la protéine NRF2 du complexe KEAP1/NRF2. 
NRF2 peut alors se transloquer au noyau et se fixer sur le promoteur des gènes cibles pour induire leur 
transcription110. 
- Un domaine Ubiquitin Associated Domain (UBA) qui permet sa liaison avec les protéines et les 
mitochondries ubiquitinylées111. 




4.3 Les fonctions cellulaires de p62/SQSTM1  
 
Grâce à ses différents domaines, p62/SQSTM1 est capable d’interagir avec un éventail de 
protéines impliquées dans les voies de signalisation, notamment les voies étroitement liées au cancer, à 
savoir NF-κB, mTOR, PKC, ERK et NRF2 (voir Figure 14).  
 
Figure 14 :  Interactome et fonctions de p62/SQSTM1 (adapté de 112) 
L’interaction de p62/SQSTM1 avec la forme ubiquitinylée de la caspase 8, entraîne l’activation de 
cette caspase et par la suite l’induction de l’apoptose. p62/SQSTM1 module l’autophagie par son 
interaction avec les protéines LC3 et RAPTOR. L’interaction de p62/SQSTM1 avec ERK inhibe 
l’activité de cette dernière, empêchant ainsi l’adipogenèse. p62/SQSTM1 intervient également dans 
d’autres processus de différenciation cellulaire par des mécanismes encore peu élucidés. A travers 
son interaction avec la forme ubiquitinylée de la protéine TRAF6, p62/SQSTM1 intervient dans 
l’activation de la voie de survie NF-κB. p62/SQSTM1 protège les cellules de différents types de stress 
en favorisant la dégradation des protéines poly-ubiquitinylées et des agrégats protéiques et en 




 Plusieurs études montrent que p62/SQSTM1 assure la régulation de NF-B. Par exemple, 
l’activation de NF-κB requiert, dans un modèle d’ostéoclastes, l’association de PKC atypique au 
niveau du domaine PB1 de p62/SQSTM1113. La fixation de la protéine TRAF6 sur le domaine TBD de 
p62/SQSTM1 ainsi que l’association de RIP1 au domaine ZZ contribue aussi à l’activation de la voie 
de signalisation NF-κB107. Réciproquement, p62/SQSTM1 régule négativement TRAF6 et NF-κB en 
recrutant CYLD, une déubiquitine ligase capable d’induire la déubiquitination de TRAF6. Le domaine 




PB1 de p62/SQSTM1 est également impliqué dans le recrutement de la protéine ERK, induisant une 
inhibition de son activité kinase et bloquant ainsi l’adipogenèse114.  
Une étude récente a identifié un nouveau domaine de p62/SQSTM1 localisé entre le domaine 
ZZ et le domaine TBD permettant l’interaction de RAPTOR, un régulateur du complexe mTORC1, 
avec p62/SQSTM1. Cette interaction assure la relocalisation de mTORC1 à la membrane lysosomale 
et son activation par les Rag GTPases conduisant ainsi à la régulation négative de l’autophagie115.  
 La protéine p62/SQSTM1 régule également le processus apoptotique en favorisant le 
recrutement de la CASPASE 8 au niveau du complexe iDISC (intracellular Death Inducing Signaling 
Complex). En effet, au cours de l’apoptose, la protéine E3 ubiquitin Ligase CULLIN-3 induit 
l’ubiquitinylation de la CASPASE 8 ce qui facilite son interaction avec p62/SQSTM1 via son domaine 
UBA. Cette étape active la formation d’agrégat de CASPASE 8 et son activation au niveau du 
complexe iDISC116. 
p62/SQSTM1 est également impliquée dans la reconnaissance et l’adressage des agrégats 
protéiques vers l’autophagosome. Cette fonction de p62/SQSTM1 repose sur l’interaction de son 
domaine LIR avec LC3-II, protéine ancrée dans la membrane autophagosomale et sa liaison avec des 
protéines ubiquitinylées grâce à son domaine UBA 8. 
 p62/SQSTM1 joue également un rôle important dans la réponse au stress oxydant en 
interagissant à travers son domaine KIR à la protéine KEAP1. Cette liaison entraîne la dissociation de 
la protéine NRF2 associée à KEAP1 et sa relocalisation au noyau où elle peut alors exercer sa fonction 
de facteur de transcription, en induisant tout particulièrement la transcription de gènes impliqués dans 
la réponse antioxydante110.  
 La localisation subcellulaire de p62/SQSTM1 a également une influence sur ses fonctions 
cellulaires. Bien que cette protéine soit considérée comme une protéine cytoplasmique, Pankiv et al. 
ont mis en évidence la translocation de cette protéine vers le noyau suite à sa phosphorylation (sur la 
thréonine 269 et les sérines 266 et 272 de cette protéine) au niveau de sa séquence de localisation 
nucléaire NLS2. Dans le noyau, p62/SQSTM1 est impliquée dans l’accumulation de protéines 
ubiquitinylées dans les corps nucléaires PML (Promyelocytic Leukemia bodies)108. 




 Comme nous venons de le voir, la protéine p62/SQSTM1 peut activer ou inhiber la mort des 
cellules selon son interaction avec les protéines de la voie de signalisation de mort ou de survie (voir 
Figure 15). Les mécanismes précis qui déterminent la réponse de p62/SQSTM1 en réponse à un signal 
défini restent encore être élucidés.  
 
4.4  Rôles potentiels de p62/SQSTM1 dans le cancer  
 
Plusieurs données de la littérature démontrent une association entre l’accumulation de la 
protéine p62/SQSTM1 et la transformation ou la progression tumorale. p62/SQSTM1 est induite dans 
les cellules transformées par l’oncoprotéine RAS et des mutations du gène p62/SQSTM1 sont 
observées dans certains types de cancers97-99, 117. Par son rôle dans l’activation de la voie oncogénique 
NRF2 impliquée dans la réponse au stress, p62/SQSTM1 favorise la survie des cellules tumorales 
exposées à des conditions défavorables110. Un autre mécanisme par lequel p62/SQSTM1 exerce son 
rôle pro-tumoral est l’activation de la voie de survie NF-κB et de l’axe oncogénique mTOR. 
L’invalidation du gène autophagique ATG7 dans les hépatocytes de souris entraîne une accumulation 
de p62/SQSTM1 conduisant à l’activation constitutive de NRF2 et la formation d’hépatomes118. Dans 
le cancer du sein et celui de poumon non à petites cellules (non small cell lung cancer), l’expression de 
la protéine p62/SQSTM1 est corrélée avec l’évolution de ces cancers97, 98.  
Paradoxalement à ces fonctions pro-tumorales de p62/SQSTM1, certaines données de la 
littérature évoquent le rôle suppresseur de tumeur de p62/SQSTM1. p62/SQSTM1 est impliquée dans 
la dégradation par voie autophagique des oncoprotéines PML-RARα and BCR-ABL119, 120. La protéine 
p62/SQSTM1 inhibe aussi la voie oncogénique WNT en induisant la dégradation de la protéine 
Dishevelled (DSH), acteur majeur de la transduction de cette voie121. Un autre mécanisme impliqué 
dans la fonction anti-tumorale de cette protéine pourrait être son rôle dans l’activation de la CASPASE 
8 et la mort des cellules en réponse aux traitements anti-cancéreux122. 
 
 




4.5  Régulation de l’expression de p62/SQSTM1  
 
L’expression de p62/SQSTM1 peut être modifiée en réponse à différents stimuli tels que le 
stress oxydant, l’activation d’un oncogène, l’utilisation d’agents anticancéreux ou d’agents activant 
l’autophagie, l’apoptose et/ou le protéasome. Cette expression est régulée par différents mécanismes 
impliquant des facteurs de transcription, des microARNs et des mécanismes de dégradation et 
protéolyse (voir Figure 15).  
 
Figure 15 : Régulation de l’expression de p62/SQSTM1  
L’expression de p62/SQSTM1 est sous le contrôle des facteurs de transcription NRF2 et AP-1. En 
condition basale, NRF2 s’associe à KEAP1 pour être ensuite dégradée par le système de  protéasome. 
Dans des conditions de stress oxydant, p62/SQSTM1 interagit avec KEAP1 et libère NRF2. NRF2 se 
transloque alors dans le noyau induit la transcription de p62/SQSTM1. (b) La stimulation des voies de 
signalisation RAS/ERK ou JNK aboutit à l’activation du facteur de transcription AP-1 et l’induction 
de l’expression de p62/SQSTM1. (c) Les miR17, 20, 97 et 106 régulent l’expression de l’ARNm de 
p62/SQSTM1 en se fixant sur l’ARNm de p62/SQSTM1 et induisent sa dégradation. (d) L’expression 
de la protéine p62/SQSTM1 dans la cellule est régulée par sa dégradation par le protéasome, 
l’autophagie et les CASPASES. 
 




Le facteur de transcription Nuclear factor erythroid-2-Related Factor 2 (NRF2) joue un rôle 
majeur dans la régulation de p62/SQSTM1. Dans des conditions physiologiques,  NRF2 est maintenue 
sous sa forme inactive dans le cytoplasme à travers son association avec KEAP1. En réponse à un 
stress oxydant tel que H2O2, p62/SQSTM1 interagit avec KEAP1 à travers son domaine KIR 
conduisant ainsi à la libération de NRF2 du complexe KEAP1/NRF2. Cette réponse entraîne la 
translocation de NRF2 et sa fixation sur des motifs ARE (Antioxidant Response Element) présents sur 
le promoteur de p62/SQSTM1 induisant ainsi l’expression de son gène110 (Figure 15).  
 L’expression de p62/SQSTM1 est également sous le contrôle du facteur de transcription 
Activator Protein 1 (AP-1). Dans des fibroblastes transformés par Ras, la stimulation de la voie 
RAS/ERK induit l’activation du facteur de transcription AP-1 qui est responsable de l’induction de 
l’expression de p62/SQSTM1117. De même, le traitement des cellules leucémiques myéloïdes 
chroniques par le Resvératrol, un polyphénol, induit l’expression de p62/SQSTM1 par un mécanisme 
dépendant de la voie JNK/C-JUN123, 124. Une étude récente démontre que l’expression de 
p62/SQSTM1 est induite dans les cellules exprimant le KrasG12D muté suite à l’induction de 
l’activité du facteur de transcription AP-1 et l’expression de IL-1α125. 
Récemment, l’équipe de Meenhuis a démontré que les microARNs 17/20/93/106 sont 
responsables de la diminution de l’expression de p62/SQSTM1 dans les précurseurs myéloïdes 
immatures. De façon intéressante, les blastes des patients atteints de leucémie myéloïde aiguë 
présentant un taux élevé du miR106, expriment peu p62/SQSTM1 comparés à ceux exprimant un 
faible taux de miR106. Il existe donc une corrélation inverse entre le taux de ces miRNA et 
l’expression de p62/SQSTM1126. 
L’expression de la protéine p62/SQSTM1 est également régulée par l’autophagie puisque 
l’association de cette protéine à LC3-II permet l’adressage de cette protéine aux autophagosomes où 
elle est dégradée par des hydrolases lysosomales au même titre que les autres substrats 8. Le niveau 
d’expression de p62/SQSTM1 est également contrôlé par sa dégradation via le protéasome, en mettant 
en jeu la sous-unité S5a95, 127. De façon intéressante, des expériences in vitro ont démontré que 
p62/SQSTM1 pouvait être la cible des caspases 6 et 889. 
  




III. La régulation de l’autophagie par les voies de signalisation 
 
 L’autophagie est induite par des mécanismes de régulation complexes déclenchés par divers 
stimuli tels que la privation en nutriments et facteurs de croissance, l’hypoxie, le stress oxydant, 
l’accumulation des agrégats protéiques, les radiations et les agents cytotoxiques128  129. La première 
phase d’induction de l’autophagie est souvent très rapide (quelques minutes) et nécessite une 
régulation post-traductionnelle des acteurs moléculaires de l’autophagie à savoir phosphorylation, 
ubiquitinylation, acétylation, lipidation, et interaction protéine-protéine130-134. Cette réponse permet 
une adaptation rapide des cellules aux conditions de stress. Dans certaines situations, l’activation de 
l’autophagie se prolonge dans le temps, faisant appel à l’induction des gènes autophagiques par des 
facteurs de transcription spécifiques135-138. Au final, si le stress perdure dans le temps et que des 
dommages irrémédiables sont infligés à la cellule, celle-ci déclenchera l’apoptose et/ou la nécrose et 
aura tendance à inhiber l’autophagie139. 
1. Régulation de l’autophagie via la voie de signalisation mTORC1 
 
Le complexe mTORC1 est constitué de la sous-unité catalytique de mTOR, RAPTOR 
(Regulatory Associated Protein Of mTOR, de DEPTOR (DEP domain containing mTOR interacting 
protein), mLST8 (mammalian Lethal with Sec 13 protein 8) et PRAS40 (Prolin Rich AKT). Le 
complexe mTORC1 assure la régulation d’une variété de réponses cellulaires impliquées dans la 
croissance cellulaire, la prolifération, la synthèse protéique et l’autophagie.  
La régulation du complexe mTORC1 est orchestrée principalement par des voies de signalisation 
étroitement liées à la carcinogenèse, à savoir les voies oncogéniques RAS et PI3K de classe I/AKT qui 
activent ce complexe et les voies suppresseur de tumeur LKB1/AMPK et PTEN (phosphatase and 
TENsin homolog deleted on chromosome ten) qui inhibent ce complexe (voir Figure 16)73, 140, 141.  
Toutes ces voies régulent le complexe mTORC1 en agissant en aval sur le complexe Tuberous 
Sclerosis Complex (TSC1/TSC2). Par exemple, lors de la stimulation du récepteur de l’insuline par 
des facteurs de croissance et/ou l’activation de RAS, la PI3K de classe I est recrutée à la membrane 
plasmique pour induire la phosphorylation de Phosphoinositide Dependent Kinase 1 (PDK1), qui à son 




tour phosphoryle la protéine AKT142. Cette dernière phosphoryle TSC2 entraînant sa séparation du 
complexe TSC1/TSC2 et la dissociation de la protéine RAS homolog enriched in brain (Rheb) de 
TSC2143. Ainsi libérée, la protéine Rheb se fixe sur mTORC1 et induit son activation. La conséquence 
de cette activation est l’inhibition de l’autophagie144. 
  
Figure 16 : Régulation de l’autophagie par la voie  mTOR 
Le complexe mTORC1 est constitué de RAPTOR, mLST8, PRAS40, DEPTOR et mTOR. Lors de la 
stimulation du récepteur de l’insuline par des facteurs de croissance les voies RAS et PI3K de classe I 
sont activées. Cette étape déclenche le recrutement de la PI3K de classe I à la membrane plasmique et 
entraîne la phosphorylation de PDK1. Cette dernière induit la phosphorylation d’AKT à son tour, 
conduisant à la séparation du complexe TSC1/TSC2. Dans ce cadre, RHEB se libère de son 
interaction avec TSC2 et se fixe à mTORC1 induisant ainsi son activation. L’activation de mTORC1 a 
pour effet d’inhiber ULK1 et l’autophagie. Au contraire, l’activation de l’AMPK par LKB1 entraîne la 
phosphorylation de TSC2 et a pour conséquence une inhibition de mTORC1 et finalement une 
activation d’ULK1 et de l’autophagie. 
 
A l’inverse, l’AMPK, protéine senseur du métabolisme, active l’autophagie en phosphorylant TSC2 
qui à son tour inhibe l’activité de mTORC1145. Comme nous l’avons évoqué précédemment, 
l’autophagie peut être également activée directement suite à la phosphorylation de l’AMPK par ULK1. 
D’autres kinases sont également impliquées dans la phosphorylation de l’AMPK et l’induction de 




l’autophagie à savoir LKB1, molécule suppresseur de tumeur et les protéines Calcium/Calmodulin 
kinase kinase–b (CaMKKb b) et le TGFβ–activated kinase 1146-148. 
2. Régulation de l’autophagie par des voies de signalisation impliquant 
des facteurs de transcription 
 
 Une diversité de facteurs de transcription assure la régulation de l’expression des gènes 
autophagiques, prolongeant ainsi la réponse autophagique des cellules lors d’un stress cellulaire149. 
Parmi ces facteurs, on peut citer NF-κB, p53, HIF1, FOXO3 dont la dérégulation est fréquemment 
observée dans les cancers. De façon intéressante les facteurs NF-B, p53 et STAT3 interviennent non 
seulement dans le noyau pour contrôler la transcription des gènes autophagiques mais agissent 
également eu niveau du cytoplasme pour réguler les acteurs moléculaires de l’autophagie (voir Figure 
17). Dans ce chapitre nous ne détaillerons que les interconnections moléculaires entre les facteurs de 
transcription NF-κB, p53 et l’autophagie. 
 
 
Figure 17 : Régulation de l’autophagie par des facteurs de transcription. 
A. En absence de stress, les cascades de signalisation contrôlant les facteurs de transcription NF-κB 
et p53 ne sont pas actives. Dans cette condition, la protéine  p53 localisée au niveau du cytoplasme 
interagit avec FIP200 entraînant ainsi l’inhibition de l’autophagie. L’autophagie est également 
inhibée lors de l’interaction de BECLIN 1 avec TAB2 et TAB3,  protéines impliquées dans la 
signalisation de NF-κB. 
B. En réponse à un stress, p53 et BECLIN 1 se dissocient respectivement de leur interaction avec 
FIP200 et TAB2/TAB2. Ceci entraîne la relocalisation de NF-κB et p53 vers le noyau, aboutissant à 
l’induction de la transcription de gènes impliqués dans la régulation de l’autophagie. 
  




 Le facteur transcription NF-κB est impliqué dans la réponse immune, l’inflammation et le 
cancer150. Au cours de mon travail de thèse, j’ai participé à la rédaction d’une revue sur la régulation 
réciproque entre l’autophagie et NF-B151. Dans cette partie, j’ai présenté brièvement un résumé du 
contenu de cette revue. 
 La régulation de l’autophagie par NF-κB est complexe, puisque selon le contexte cellulaire et 
le stimulus, ce facteur peut réguler positivement ou négativement ce processus151. Cette régulation 
peut être dépendante ou indépendante de l’activité transcriptionnelle de NF-κB. 
 L’analyse du promoteur des gènes humain et murin de BECN 1 a permis d’identifier une 
séquence consensus pour la fixation de NF-κB80. En accord avec cette analyse, il a été montré que le 
facteur de transcription NF-κB induit l’autophagie en transactivant l’expression du gène de BECN 1 
lors de l’activation du récepteur des cellules T80. L’autophagie est également induite suite à 
l’activation du facteur de transcription NF-κB après exposition des cellules à un choc thermique83.  
  A l’inverse de ces résultats, une répression de l’autophagie par NF-κB a été observée lors du 
traitement des cellules cancéreuses par le TNF-α ainsi qu’au cours de l’infection des macrophages par 
les entérobactéries84, 152. De même, une étude récente a démontré que la protéine BCL-3, un inhibiteur 
de la voie NF-κB, active le processus d’autophagie153.  
 De façon intéressante, les acteurs de la voie de signalisation de NF-κB sont également 
impliqués dans le contrôle de l’autophagie. Ainsi, les protéines, TAK1, IKKα et IKKβ (se situant en 
amont de l’activation du complexe NF-κB) sont nécessaires à l’activation optimale de l’autophagie en 
réponse à la carence en nutriment, ainsi que la rapamycine, inhibiteur de mTOR148, 154, 155. Par leur 
interaction avec BECLIN 1, les protéines TAK1-binding protein 1 (TAB1) et TAK1-binding protein 2 
(TAB2), inhibent la fonction autophagique de BECLIN 1156. En réponse à un stress, TAB1 et TAB2 se 
dissocient de BECLIN 1 pour interagir avec TAK1, conduisant ainsi à l’activation de l’autophagie156.  
 De façon intéressante, la régulation entre la voie NF-κB et le processus autophagique est 
réciproque. Par exemple, l’invalidation des gènes ATG5 et ATG7 dans cellules cancéreuses prévient 
l’activation de NF-κB par le TNFα157. En accord avec cette observation, la dégradation de la protéine 
IκBα par l’autophagie (protéine inhibitrice de la voie NF-κB) engendre l’activation de NF-κB158.  
 




 La protéine p53 est un suppresseur de tumeur dont le gène est fréquemment muté dans les 
cancers159. Cette protéine est impliquée dans plusieurs processus cellulaires importants comme 
l’apoptose, le métabolisme et l’autophagie160. La protéine p53 peut activer ou au contraire inhiber 
l’autophagie149, 161. Cette régulation dépend de son activité transcriptionnelle, de sa localisation et de 
ses interactions avec ses différents partenaires protéiques.  
 Par son activité transcriptionnelle, p53 peut stimuler l’autophagie en induisant l’expression des 
gènes DRAM, Sestrin2, des sous-unités b1 et b2 de l’AMPK, TSC2 et de PTEN137, 162-164. De façon 
intéressante, tous les produits de gènes cibles de p53 ne sont pas activateurs de l’autophagie. En 
particulier, l’induction de l’expression de la protéine TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis 
Regulator (TIGAR) par p53 a un effet inhibiteur sur le processus de l’autophagie165.  
 Outre ces fonctions, il a été démontré que le pool cytoplasmique de p53 a un effet inhibiteur 
sur le processus d’autophagie166, 167. En accord avec ces résultats, plusieurs inducteurs de l’autophagie 
activent la dégradation protéasomale de p53, suggérant qu’il existe une inhibition de l’autophagie par 
la protéine p53. Un des mécanismes par lequel p53 réprime l’autophagie est son interaction avec la 
protéine FIP200, empêchant ainsi la relocalisation de cette dernière au niveau du phagophore168.  
 
3. D’autres exemples de voies impliquées dans la régulation de 
l’autophagie : 
 
 Le stress du réticulum endoplasmique (RE) entraîne la stimulation de l’autophagie. Cette 
régulation met en jeu les protéines EIF2α, PKR-like eIF2α kinase (PERK)169, 170. ATF6 et IRE1 
sont deux autres médiateurs du stress de RE impliqués, respectivement, dans la régulation 
positive et négative de l’autophagie171. 
 Le taux de calcium intracellulaire influence l’activité autophagique. Une concentration élevée de 
calcium stimule l’autophagie en activant la calcium/calmodulin-dependent kinase kinase-β 
(CaMKK-β) qui induit à son tour l’activation de l’AMPK et par la suite l’inhibition de l’activité 
mTOR141. D’autres études montrent, qu’au contraire, le calcium supprime l’activité autophagique 
en jouant sur les récepteurs inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (IP3Rs)172. 
 Le stress oxydant et l’hypoxie sont des activateurs du processus autophagique. Cette régulation 
met en jeu les protéines ATG4c et BNIP 3173, 174.  




IV. Les différentes fonctions de l’autophagie 
 
 L’autophagie est impliquée dans plusieurs processus cellulaires et tissulaires tels que le 
contrôle de la qualité du cytoplasme, l’adaptation et la survie des cellules soumises à des conditions de 
stress, la mort cellulaire, le développement et la différenciation175. Nous détaillerons ces fonctions 
cellulaires dans ce chapitre. 
 Outre ces fonctions, l’autophagie est également impliquée dans le maintien de l’auto- 
renouvellement des cellules souches, la régulation de la sénescence, l’immunité innée déclenchée par 
les pathogènes et l’immunité adaptative faisant intervenir le système de majeur d’histocompatibilité de 
classe II176. 
1. Contrôle de la qualité du cytoplasme 
 
 Une activation constitutive de l’autophagie est observée dans tous les tissus et exerce un rôle 
important dans le contrôle de la qualité du cytoplasme177. L’autophagie assure la dégradation des 
protéines mal repliées et des organites endommagés (comme les mitochondries) prévenant ainsi 
l’accumulation des structures toxiques pour la cellule8. Les protéines malformées qui constituent des 
agrégats sont transportées et délivrées aux autophagosomes par l’intermédiaire des protéines 
p62/SQSTM1 et NBR18. Le rôle de l’autophagie dans le contrôle de la qualité du cytoplasme a été 
renforcé par les expériences montrant que l’invalidation du gène autophagique ATG5 dans différents 
types de tissus (les hépatocytes, le cœur et les cellules neurales) entraîne l’accumulation d’agrégats 
protéiques (voir tableau 2)178-180. En accord avec ces données, l’invalidation conditionnelle d’ATG7 










Tableau 2 : Tableau récapitulant les principaux modèles murins de délétions de gènes 













 L’autophagie peut être également activée en réponse à différents types de stress comme la 
carence en nutriments, l’hypoxie, la privation en facteurs de croissance, les agents cytotoxiques et les 
pathogènes175. Cette activation de l’autophagie assure la dégradation des constituants cellulaires et 
fournit les métabolites nécessaires à la survie de la cellule. En effet, les souriceaux invalidés pour les 
gènes autophagiques ATG3, ATG5, ATG7, ATG9 ne peuvent pas induire l’autophagie en réponse à une 
privation en nutriments et meurent un jour après leur naissance, mettant en exergue l’importance de 
l’autophagie durant la période post-natale lorsque le placenta ne fournit plus les nutriments nécessaires 
pour alimenter l’organisme (voir Tableau 2) 178, 182, 183. La stimulation de l’autophagie constitue donc 
en premier lieu un mécanisme cytoprotecteur et d’adaptation des cellules à ces conditions 
défavorables. 
Néanmoins, plusieurs articles démontrent également l’implication de l’autophagie dans des 
processus de mort cellulaire184, 185. La mort associée à l’autophagie présente des caractéristiques 
différentes de la mort apoptotique et de la nécrose. Cette mort est désignée sous le nom de « mort 
autophagique » ou « autosis ». Il existe des connexions étroites entre l’autophagie et les différentes 
voies de signalisation impliquées dans la mort, et notamment l’apoptose.  
 
2.2 Interactions moléculaires entre l’autophagie et l’apoptose 
 
 Bien que l’autophagie et l’apoptose constituent des processus distincts, leurs voies de 
signalisation sont étroitement liées selon plusieurs mécanismes interconnectés (voir Figure 18). 
L’autophagie peut inhiber l’apoptose en induisant la dégradation des mitochondries endommagées et 
de la CASPASE 8 (acteur clé du processus apoptotique) ou être impliquée dans le processus 
apoptotique en activant les CASPASES aux niveaux de la membrane autophagosomale8, 122, 186. Au 
cours de l’apoptose, les CASPASES et/ou les calpaïnes sont activées et induisent le clivage de 




plusieurs protéines essentielles de l’autophagie. Il a été montré que le clivage de BECLIN 1, d’ATG5 
et d’ATG4D génère des fragments qui peuvent se relocaliser à la membrane mitochondriale et induire 
l’apoptose89, 187-189. Enfin, les interactions entre les protéines apoptotiques et les protéines 
autophagiques peuvent dicter les fonctions de ces deux processus. Un exemple connu de ce type 
d’interaction est la liaison de BECLIN 1 à la protéine anti-apoptique BCL-239, 67, 68. Comme évoqué 
précédemment (voir chapitre 3.3), BCL-2 interagit directement avec le domaine BH3 de BECLIN 1, 
ce qui prévient l’activité autophagique de BECLIN 1 sans autant modifier le rôle anti-apoptotique de 
BCL-2. Un autre exemple est l’interaction d’UVRAG, protéine impliquée dans l’initiation de 
l’autophagie avec la protéine pro-apoptotique BAX, qui a pour effet d’inhiber l’apoptose190. 
L’interaction d’ATG5 avec FADD et la liaison de la protéine p62/SQSTM1 avec la CASPASE 8 
entraînent la stimulation du processus apoptotique191, 192.  
 
Figure 18 : Exemples d’interconnections moléculaires entre l’autophagie et l’apoptose 
 L’autophagie et l’apoptose sont deux processus induits par des situations de stress pouvant conduire 
respectivement à la survie ou à  la mort cellulaire. Le penchant vers l’une ou l’autre de ces deux voies 
est déterminé par un réseau complexe d’interconnections moléculaires entre ces deux processus. 
L’autophagie contrebalance l’apoptose en induisant la dégradation des CASPASES et des 
mitochondries dépolarisées mais l’autophagosome peut également servir de plateforme pour activer 
des acteurs moléculaires de l’apoptose (FADD, CASPASE 8). A son tour, l’apoptose inhibe 
l’autophagie en clivant BECLIN 1, ATG4, ATG5 et AMBRA1 par les CASPASES et calpaïnes. 
Certains fragments de ces protéines sont capables d’activer l’apoptose après leur fixation à la 
membrane mitochondriale. De façon intéressante, UVRAG, une protéine impliquée dans l’induction 
de l’autophagie, peut interagir avec BAX et empêcher sa translocation à la mitochondrie inhibant 
ainsi l’apoptose. BCL-2, une protéine anti-apoptotique a un effet  inhibiteur sur le processus 
d’autophagie. 





Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre III.2. les facteurs de transcription NF-κB et p53, qui 
sont respectivement inhibiteur et activateur de l’apoptose, modulent l’autophagie dans le cytosol par 
des interactions spécifiques entre les protéines impliquées dans ces voies et les protéines 
autophagiques149.  
Par ailleurs, ces facteurs de transcription sont non seulement impliqués dans la transcription des 
gènes impliqués dans la régulation de l’apoptose mais assurent aussi l’expression de plusieurs gènes 
autophagiques149.  
 
3. Rôle de l’autophagie dans le développement et la différentiation 
 
Le rôle de l’autophagie apparaît très tôt dans le développement et notamment dans 
l’embryogenèse à deux étapes distinctes : lors de la pré-implantation après la fertilisation de l’oocyte 
et dans les phases précoces juste après la naissance182, 193. Les oocytes fertilisés de souris dont le gène 
ATG5 a été invalidé de manière conditionnelle ne survivent pas au-delà du stade 4 à 8 cellules. Dans 
les oocytes de rats sauvages, l’autophagie est fortement induite quatre heures après la fécondation. Les 
raisons pour lesquelles l’autophagie est induite aussi précocement ne sont à l’heure actuelle pas 
connues mais il est possible que l’autophagie soit nécessaire pour la régulation de protéines 
indispensables et/ou permet la survie de l’oocyte en lui fournissant l’énergie nécessaire dans la période 
préimplantatoire.  
  Les souris BECN 1-/- invalidées pour le gène BECN 1 présentent une létalité embryonnaire au 
stade E7.5 avec un défaut de la fermeture du canal pro-amniotique dans les embryons due à une 
déficience dans la reconnaissance et l’élimination des corps apoptotiques au cours de 
l’embryogenèse60. L’inactivation d’AMBRA1 induit une létalité embryonnaire au stade E10 à E14 
associée à un défaut dans le développement neural et à  une prolifération excessive du tissu neural194. 
De même, l’invalidation de FIP200 dans les souris FIP200-/- entraîne également une létalité 
embryonnaire à E13.5 et E16.5 avec un défaut dans le développement du cœur et du foie195. 
Néanmoins, des souris ATG3-/-, ATG5-/-, ATG7-/-, ATG9-/-, ATG16-/- et ULK1 survivent à la période 




embryonnaire et naissent (voir Tableau 2)178, 182, 196-198. Cette disparité phénotypique entre les 
différentes protéines ATG peut être due au fait que certaines protéines autophagiques exercent des 
fonctions essentielles autres que l’autophagie ou qu’il existe une redondance dans la fonction de 
certaines protéines autophagiques qui peut être compensée en leur absence.  
  La différenciation cellulaire implique souvent un remodelage intracellulaire et un changement 
morphologique important. Il a été démontré que la maturation des érythrocytes nécessite une réduction 
importante des mitochondries qui repose sur le processus autophagique. Ce processus met en jeu la 
reconnaissance des mitochondries par les autophagosomes à travers la protéine adaptatrice NIX 
(nommée aussi BNIP3L or BNIP3) qui est une protéine localisée au niveau de la membrane 
mitochondriale199. En effet, l’invalidation conditionnelle du gène ATG7 (souris Vav-ATG7−/−) dans la 
lignée hématopoïétique et l’invalidation du gène ULK1 conduisent à une augmentation du nombre de 
réticulocytes avec un défaut de dégradation des mitochondries198, 200.  
 De façon similaire, l’autophagie est impliquée dans la dégradation des mitochondries au cours 
de la différenciation des lymphocytes T. Les souris, dont l’expression d’ATG5 (ATG7flox/flox;Vav-Cre) 
est inhibée de manière conditionnelle, présentent des anémies sévères et une diminution des 
lymphocytes B et T201 (voir Tableau 2). Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ de ces souris contiennent 
plus de mitochondries, une augmentation des Reactive Oxygen Species (ROS) et d’apoptose in vitro 
comparées aux cellules T de souris sauvages. L’extinction spécifique d’ATG5 et d’ATG7 dans les 
cellules T conduit à une diminution des cellules T périphériques, une augmentation des mitochondries 
et une apoptose dans les cellules matures.  
 L’autophagie joue également un rôle crucial lors de la différenciation des monocytes en 
macrophages induite par le Colony Stimulating Factor (CSF1/CSF-1)202. En effet, l’invalidation de 
l’autophagie dans les cellules exprimant des ARN interférents dirigés contre ULK1 inhibe ce 
processus. L’induction de l’autophagie dans ce contexte de différentiation s’accompagne d’une 
augmentation d’expression de la protéine p62/SQSTM1 et d’une activation de la CASPASE 8 
indépendamment de l’activation des récepteurs à domaine de mort. Le lien entre l’induction de 
l’autophagie et l’activation de la CASPASE 8 orchestrant l’induction de la différenciation des 
macrophages est à ce jour mal compris. 




 L’autophagie joue un rôle important dans la différenciation adipocytaire et le métabolisme 
lipidique. En effet, il a été démontré que les souris invalidées pour le gène ATG5 présentent une 
diminution des adipocytes comparées aux souris sauvages203. Cette caractéristique est également 
observée dans les souris invalidées de façon conditionnelle pour le gène ATG7 dans les adipocytes 
(ATG7 flox/flox, Ap2-cre) (voir Tableau 2)204. De façon intéressante, ces souris sont résistantes à 
l’obésité induite par un régime riche en graisses et présentent une grande sensibilité à l’insuline. Cette 
résistance s’explique par une diminution de la β-oxydation des acides gras et de la quantité d’acides 
gras libres dans leur plasma, suggérant que l’autophagie est non seulement importante pour la 
différenciation adipocytaire mais également pour le métabolisme lipidique.  
 La différenciation des neurones est également associée à une augmentation des gènes 
autophagiques ATG7, BECN1, AMBRA1 et LC3 dans un modèle in vivo de bulbes olfactifs 
embryonnaires (OB) de souris205. La neurogenèse est réduite de façon importante quand l’autophagie 
est inhibée par des agents pharmacologiques (par le 3-Méthyladénine ou la Wortmannin), mettant en 
évidence l’implication de l’autophagie dans la différenciation neuronale. Ces données sont aussi en 
accord avec les résultats montrant que des souris invalidées pour AMBRA1 (protéine activatrice du 
complexe 1 de PI3K de classe III) développent de petites neurosphères et présentent un défaut de la 
différenciation des neurones194.  
 A l’inverse de ces observations, l’activation constitutive de l’autophagie dans les cellules 
souches adultes épidermales, dermales et hématopoïétiques est diminuée au cours de leur 
différenciation respective en kératinocytes, fibroblastes et neutrophiles206. Il est à noter que 
l’autophagie joue un rôle important dans l’auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques 
(HSCs) puisque son inhibition par l’invalidation de façon conditionnelle des gènes ATG7 et FIP2OO  
conduit à une létalité périnatale ainsi qu’à une anémie sévère207. En effet, Mortensen et al. ont montré 
qu’ATG7 joue un rôle essentiel  dans le  maintien des cellules souches hématopoïétiques. Ainsi, 
l’extinction du gène d’ATG7 de manière conditionnelle dans les cellules souches hématopoïétiques 
conduit à une perte des fonctions normales des cellules souches hématopoïétiques, à savoir, une sévère 
prolifération des cellules myéloïdes et la mort des souris par développement d’un syndrome 




myélodysplasique et d’anémie au bout de quelques semaines (voir figure 19). L’analyse des différents 
compartiments  a révélé une accumulation importante de mitochondries, de ROS et de dommages à 
l’ADN dans  les cellules souches et les progéniteurs mettant en exergue à travers ATG7, l’implication 
de l’autophagie dans le maintien de l’intégrité des cellules souches hématopoïétiques ainsi que dans la 
prévention des leucémies. 
 
Figure 19 :  Modèle simplifié du développement de syndrome myélodysplasique lors d’un défaut 
d’autophagie dans les cellules souches hématopoïétiques. 
Un défaut d’autophagie dans les cellules souches hématopoïétiques conduit à une accumulation de 
mitochondries endommagées dans la cellule, entrainant une augmentation d’espèces dérivées de 
l’oxygène (ROS). Cette accumulation de ROS provoque à son tour des dommages cellulaires dont une 
instabilité génomique conduisant à l’activation de l’apoptose et la prolifération cellulaire, deux 
événements caractéristiques du syndrome myélodysplasique. Les mutations oncogéniques peuvent 
déclencher la transformation cellulaire et le développement de leucémie aiguë myéloïde. 
 




4. Rôle de l’autophagie dans le cancer 
 
 Selon le stade de la tumeur, son microenvironnement et ses altérations moléculaires, 
l’autophagie pourrait représenter soit un mécanisme anti-tumoral, soit paradoxalement un processus 
favorisant la progression et le développement des tumeurs2, 176, 208, 209. Bien que le rôle de l’autophagie 
dans le cancer est complexe, l’idée dominante qui se dégage actuellement dans la communauté 
scientifique est que l’autophagie agit par deux fonctions opposées au cours de la carcinogenèse : 
l’autophagie prévient l’initiation et la progression des tumeurs par son rôle de contrôle de la qualité du 
cytoplasme alors qu’elle favorise la progression des tumeurs par son rôle dans la survie des tumeurs 
assurant ainsi leur adaptation à des conditions de stress ou leur résistance à des agents anticancéreux. 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour le rôle de suppresseur et de promoteur de tumeur de 
l’autophagie (voir Figure 20).  
 
4.1Rôle suppresseur de tumeur de l’autophagie 
 
Plusieurs données de la littérature montrent que l’induction de l’autophagie est régulée par 
plusieurs produits des gènes suppresseurs de tumeurs. Le premier exemple que nous avons vu 
précédemment constitue la protéine BECLIN 1 (voir chapitre 3). En effet, des délétions 
monoalléliques des gènes de BECN 1 et UVRAG (dont le produit active la fonction autophagique de 
BECLIN 1) sont observées dans plusieurs types de cancers et leur invalidation conduit chez la souris 
au développement de tumeurs dans plusieurs tissus59, 60, 62, 210. De même, la susceptibilité de former des 
tumeurs est augmentée chez les souris invalidées pour les gènes d’ATG4C et de BIF1 (dont les 
produits sont impliqués dans l’induction de l’autophagie) en comparaison aux souris sauvages 
suggérant le rôle suppresseur de tumeurs de l’autophagie211, 212.  
Outre l’effet direct des gènes ATG dans la tumorigenèse, il existe une relation étroite entre les 
voies de signalisation de suppresseur de tumeur et l’induction de l’autophagie. Par exemple, les 
suppresseurs de tumeur comme les protéines TSC1, TSC2, LKB1, PTEN et DAPK, activent 




l’autophagie en inhibant la voie mTOR ou en stimulant la fonction autophagique de BECLIN 1140, 213. 
Au contraire, l’activation de la voie oncogénique mTOR par la PI3K de classe I/AKT et de 
l’oncoprotéine BCL-2 inhibe l’autophagie39, 67, 73, 214. L’oncogène Ras a un rôle double dans la 
régulation de l’autophagie : il peut inhiber l’autophagie par l’activation de la PI3K de classe I et 
activer ce processus en stimulant la voie RAF1/ERK215-218.  
Les mécanismes par lesquels l’autophagie protège les cellules de la tumorigenèse ne sont pas 
encore entièrement élucidés. Une des fonctions de l’autophagie qui pourrait expliquer son rôle de 
suppresseur de tumeur est son implication dans la prévention des dommages à l’ADN219. Ainsi, il a été 
démontré que dans des cellules déficientes en autophagie, le stress métabolique induit une accumulation 
de mitochondries endommagées générant ainsi des ROS219. Ces derniers favorisent l’accumulation des 
dommages à l’ADN qui se traduit par une amplification génique et l’induction de réponses pro-
tumorales. Dans ce même contexte, une accumulation de p62/SQSTM1, protéine adaptatrice impliquée 
dans l’autophagie sélective est observée, ce qui entraîne l’activation des voies oncogéniques NF-κB et 
NRF2100, 110, 118. En accord avec ces données, une surexpression de p62/SQSTM1 est observée dans les 
cellules transformées par l’oncoprotéine RAS et des mutations du gène de p62/SQSTM1 sont 
fréquemment observées dans les cancers98, 99, 101, 117. Par ailleurs, la délétion de p62/SQSTM1 diminue la 
taille des tumeurs de foie dans les souris invalidées pour le gène ATG7220. La prévention de 
l’accumulation des dommages à l’ADN et de p62/SQSTM1 représente donc deux mécanismes 
impliqués dans le rôle de suppresseur de tumeur de l’autophagie. Outre les mécanismes évoqués ci-
dessus, l’autophagie est impliquée dans deux autres fonctions anti-tumorales à savoir la restriction de la 
prolifération des cellules et l’inhibition de la nécrose et l’inflammation qui en résulte110, 221.  
4.2Rôle pro-tumoral de l’autophagie 
 
  Plusieurs études in vivo montrent le rôle de l’autophagie dans la croissance tumorale. Par 
exemple, les délétions d’ATG5 et d’ATG7 préviennent la croissance tumorale des cellules 
transformées par l’oncogène RAS216. De même, la délétion monoallélique de BECN 1 inhibe 
complètement la formation des tumeurs dans les souris TSC1+/-222. Une explication pour ce rôle pro-
tumoral de l’autophagie est que ce processus procure un avantage de croissance aux cellules tumorales 




résidant dans un microenvironnement hypoxique et pauvre en nutriments. Les tumeurs solides sont 
souvent exposées à ce genre de stress au début de leur vascularisation. L’induction de l’autophagie 
dans ces cellules tumorales pourrait permettre de fournir l’énergie et les métabolites nécessaires pour 
leur survie. Ce processus assure aussi le développement tumoral en maintenant la survie et l’auto-
renouvellement des cellules souches cancéreuses206, 207. Enfin, l’autophagie favorise la dormance des 
cellules tumorales, la dissémination de ces cellules et la formation de métastases, en empêchant 
l’anoïkis, une mort induite lors du détachement de la cellule de la matrice extracellulaire223, 224. 
 
Figure 20 : Représentation schématique des rôles de l’autophagie durant la tumorigenèse (adapté 
de 208) 
L’autophagie peut jouer soit un rôle suppresseur de tumeur soit un rôle pro-tumoral selon la phase de 
la tumorigenèse. En inhibant l’accumulation des organites endommagés (et les ROS qui en résultent), 
l’autophagie prévient les dommages à l’ADN, l’instabilité génomique et la transformation en cellules 
malignes. L’autophagie stimule la sénescence induite lors de l’activation d’un oncogène, prévient la 
nécrose, réduisant ainsi l’inflammation pro-tumorale. Une fois la tumeur établie, l’autophagie peut 
jouer un rôle pro-tumoral en permettant la survie des cellules tumorales exposées à un stress 
métabolique ou en protégeant ces cellules de l’anoïkis, facilitant ainsi la formation de métastases. 
L’autophagie est aussi importante pour la survie et l’auto-renouvellement des cellules souches 
cancéreuses. Elle favorise également la dormance des cellules tumorales. En réponse aux traitements 
anticancéreux, l’autophagie joue également un rôle double : elle peut représenter un mécanisme de 
résistance au traitement ou être, au contraire, un processus contribuant à la mort des cellules 
cancéreuses.   




4.3  Rôles de l’autophagie dans la réponse aux thérapies anti-
cancéreuses  
 
 Puisque selon les conditions de stress, l’autophagie constitue un mécanisme cytoprotecteur ou 
paradoxalement un processus impliqué dans la mort des cellules, de nombreux laboratoires ont étudié 
son rôle dans la réponse aux traitements anti-cancéreux.  




 Le rôle de l’autophagie dans la résistance au traitement des tumeurs a tout d’abord été mis en 
évidence par des expériences montrant que la chloroquine, un agent lysosomotrope (qui inhibe la 
fonction de l’autophagie) augmente l’action des agents alkylants dans la régression des tumeurs chez 
les souris présentant des lymphomes induits par la surexpression de l’oncogène c-Myc 225. Bien que le 
rationnel de cette étude soit soutenu par plusieurs essais cliniques en cours démontrant l’effet anti-
tumoral de la chloroquine en combinaison avec la chimiothérapie, il reste à déterminer si cet effet 
s’établi à travers une inhibition de l’autophagie ou fait intervenir d’autres voies de régulation. En 
accord avec cette étude, plusieurs données de la littérature montrent que l’inhibition pharmacologique 
et/ou génétique de l’autophagie sensibilise les cellules tumorales à la mort induite par des agents 
cytotoxiques (voir tableau 3). Le développement des inhibiteurs de l’autophagie ciblant 




spécifiquement les protéines ATG (par exemple ATG4C) est actuellement en cours pour une 
utilisation en essai clinique226.  
 La stimulation de l’autophagie peut également contribuer à la mort des cellules cancéreuses.  
En particulier, il a été montré que le tamoxifène et la vitamine D induisent une mort cellulaire 
dépendante de l’autophagie, par un mécanisme qui reste néanmoins à élucider227, 228. Parmi les agents 
anti-cancéreux utilisés on peut également citer la rapamycine et l’ABT-737, deux molécules utilisées 
en clinique qui régule respectivement les protéines mTOR et BECLIN 1229, 230. Il est à noter que la voie 
mTOR et la protéine BECLIN 1 régulent d’autres axes de signalisation que l’autophagie, voies qui 
pourraient également être impliquées dans la réponse des tumeurs à ces traitements231, 232.  
 Il est à remarquer que l’autophagie joue un rôle suppresseur de tumeur et protège l’organisme 
de certaines maladies neurodégératives et infectieuses3. Le risque donc d’inhiber ce processus dans les 
patients atteints de cancer pourrait augmenter l’incidence de tumeurs secondaires et/ou d’autres 
maladies. 
  








 L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes qui permettent la fabrication et le 
renouvellement continu et régulé des différentes cellules sanguines. Toutes les cellules du sang 
dérivent de cellules souches hématopoïétiques. Chez un homme adulte en bonne santé, 1011 à 1012 
cellules hématopoïétiques sont produites chaque jour. 
 
Figure 21 : Représentation schématique de l’hématopoïèse normale et les facteurs de croissance  
impliqués dans sa régulation  
Les cellules souches hématopoïétiques HSC (Hematopoietic stem cells) sont classées en 3 groupes 
différents : les LT-HSC (Lin-cKit+Sca1+CD34-CD135-), les ST-HSC (Lin-
cKit+Sca1+CD34+CD135-) et les MPP (Multipotent Progenitor). Au cours de l’hématopoïèse, les 
cellules souches hématopoïétiques se différencient en progéniteurs lymphoïdes, CLP (Commun 
Lymphoid Progenitor) ou myéloïdes CMP (Commun Myeloid Progenitor). Les cellules engagées dans 
la différenciation perdent progressivement leur capacité d’auto-renouvellement. Par la suite, les 
progéniteurs lymphocytaires se différencient en lymphocytes T ou B alors que les progéniteurs 
myéloïdes communs (CMP) peuvent tendre à une multitude de lignages. Ces cellules  vont à leur tour 
se multiplier puis se différencier en  cellules matures et fonctionnelles (polynucléaires neutrophiles, 
éosinophiles et basophiles, hématies, plaquettes, lymphocytes et monocytes). Seules ces dernières 
passeront  dans la circulation sanguine. Quelques exemples de facteurs de croissance régulant 
l’hématopoïèse sont représentés sur cette figure. 





 Le siège de l’hématopoïèse varie en fonction de l’âge. En effet, on peut distinguer deux phases 
différentes : l’hématopoïèse fœtale lors de la vie intra-utérine et l’hématopoïèse chez l’adulte. Dans le 
fœtus, l’hématopoïèse s’effectue au niveau du mésenchyme péri-aortique embryonnaire jusqu’au 2ème  
mois. Par la suite, elle devient hépatique et splénique du 2ème au 6ème mois et médullaire à partir du 4ème 
mois, ce qui coïncide avec le développement des ébauches osseuses. 
 Chez l’adulte, le siège de l’hématopoïèse se situe exclusivement dans la moelle osseuse et les 
organes lymphoïdes. Jusqu’à l’âge de cinq ans tous les os sont impliqués dans l’hématopoïèse ; au-
delà de cet âge ce sont uniquement les os plats et longs.  
 L’hématopoïèse s’initie à partir d’une population rare de cellules souches hématopoïétiques 
multipotentes capables de s’auto-renouveler et/ou de se différencier en progéniteurs hématopoïétiques 
de type myéloïde ou lymphoïde (voir Figure 21)233.  Les progéniteurs (appelés aussi cellules souches 
pluripotentes) peuvent à leur tour se différencier  pour donner naissance à des blastes. Au cours de  ces 
étapes de différenciation, les cellules perdent leur capacité d’auto-renouvellement. L’étape finale de ce 
processus consiste en la maturation terminale des blastes en cellules matures fonctionnelles : les 
érythrocytes, les plaquettes, les granulocytes (neutrophile, basophile, éosinophile), les monocytes et 
les lymphocytes. Alors que toute l’hématopoïèse s’effectue dans la moelle osseuse, les cellules 
matures passeront dans la circulation sanguine pour migrer vers le lieu où elles vont exercer leurs 
fonctions respectives (voir tableau 4). 
 
 Lors d’une hématopoïèse normale le maintien du pool de cellules souches hématopoïétiques 
est assuré par un équilibre entre la production de cellules souches par division cellulaire et la perte des 
cellules souches par engagement dans une voie de différenciation. En réponse à différents types de 
stress tels qu’une infection, une hypoxie ou des expositions à des conditions cytotoxiques, l’organisme 









Tableau 4 : Fonctions des différentes cellules matures du système hématopoïétique 
 
 
L’homéostasie de l’hématopoïèse est finement régulée par de nombreux facteurs, à savoir le 
microenvironnement hématopoïétique (également appelé niche hématopoïétique), les facteurs de 
croissance, les cytokines, les hormones et les facteurs de transcription.  
 
 La niche hématopoïétique est constituée de différentes cellules stromales incluant les cellules 
réticulaires, les adipocytes, les macrophages, les lymphocytes T, les cellules épithéliales et 
endothéliales, les fibroblastes ainsi que de la matrice extracellulaire, impliquée dans l’adhérence des 
cellules souches hématopoïétiques234. 
 
Les facteurs de croissance produits par les cellules stromales de la niche hématopoïétique et 
les cellules hématopoïétiques elles-mêmes sont indispensables à la survie des précurseurs 
hématopoïétiques, leur prolifération et leur différenciation vers les différents lignages. Ces facteurs de 
croissance sont impliqués soit dans la régulation positive ou négative de l’hématopoïèse. Les 




régulateurs positifs sont classés de façon simplifiée en trois groupes : les facteurs de promotion, les 
facteurs multipotents et les facteurs restreints. Les facteurs de promotion augmentent le nombre de 
cellules souches dans le cycle cellulaire et sensibilisent les cellules souches multipotentes à d’autres 
facteurs de croissance. Cette catégorie est composée d’IL-6, IL-1, de Stem Cell Factor (SCF), de Flt3-
ligand et de Leukemia Inhibitory Factor (LIF).  Les Colony Stimulating Factor (CSF) sont des facteurs 
de régulation et de prolifération des progéniteurs. Ils agissent également sur la survie et l’activation 
des cellules myéloïdes et lymphoïdes. Les CSF peuvent avoir une action sur plusieurs lignées et sont 
donc des facteurs multipotents. Les facteurs multipotents agissent sur les cellules souches les plus 
immatures après sensibilisation par les facteurs de promotion. Au contraire, l’action de certains CSF 
peut être restreinte et spécifique d’une seule lignée. Cette catégorie de facteur agit sur les cellules 
souches engagées en favorisant la multiplication ainsi que la maturation des précurseurs. Dans cette 
catégorie de facteur, on retrouve le granulocyte-CSF (G-CSF), le macrophage-CSF (M-CSF), 
l’érythropoïétine (EPO), le thrombopoïétine (TPO) et IL-5. Les facteurs synergiques comme leur 
nom l’indique agissent en synergie avec d’autres facteurs de croissance et interviennent à des stades 
précoces de l’hématopoïèse. Les facteurs synergiques sont l’IL-6, l’IL-1, le LIF et le SCF. 
Il existe aussi des facteurs de croissance qui régulent de façon négative l’hématopoïèse. Par 
exemple,  le Transforming Growth Factor β (TGFβ) assure l’inhibition de l’entrée dans le cycle 
cellulaire des progéniteurs primitifs ou le Tumor Necrosis Factor (TNFα) qui inhibe l’érythropoïèse.  
 
Plusieurs facteurs de transcription interviennent dans la régulation des différentes étapes de 
l’hématopoïèse235. Ils sont impliqués dans l’auto-renouvellement des cellules souches ou dans la 
différenciation vers les différents lignages. De façon simplifiée, l’hématopoïèse primitive au niveau de 
l’hémangioblaste est régulée par  les facteurs de transcription : Stem Cell Leukemia hematopoietic 
transcription factor (SCL), GATA binding protein 2 (GATA2), LIM Domain Only Protein 2 (LMO2) 
et AML-1. Dans les cellules souches hématopoïétiques l’auto-renouvellement est assuré par les 
facteurs de transcription Ikaros, Homeobox protein 4 (HOXB4) et GATA2 alors que la différenciation 
est sous le contrôle de divers facteurs de transcription par exemple le facteur PU-1. De plus, pour 




chaque lignage des facteurs de transcription spécifiques vont intervenir comme RARα qui permet la 
différenciation des promyélocytes en granulocytes neutrophiles. 
Le système hématopoïétique est exposé à de nombreux stress biologiques et 
environnementaux qui induisent des pathologies dont les plus sévères sont les aplasies médullaires et 
les leucémies. 
  




II. La leucémogenèse 
1. Introduction 
La leucémogenèse est l’ensemble des mécanismes responsables de la transformation d’une 
cellule hématopoïétique en cellule leucémique qui va proliférer de manière anarchique à un stade de 
différenciation. La transformation des cellules leucémiques est fréquemment associée à une 
accumulation de mutations, de translocations chromosomiques, et ou de changements épigénétiques236.  
2. Les différents types de leucémie et leur classification  
 Il existe quatre grands types de leucémie qui sont classés en fonction de la vitesse d’évolution 
de la maladie (aiguë ou chronique) et du lignage dont elle provient (lymphoblastique ou 
myéloblastique). 
Les leucémies chroniques sont caractérisées par une évolution lente ainsi que par la prolifération et 
l’accumulation de cellules issues de la moelle osseuse différenciées à un stade avancé. Si la 
prolifération cellulaire concerne des cellules lymphocytaires, la leucémie sera dite leucémie lymphoïde 
chronique et si elle concerne des cellules myéloïdes elle sera dénommée leucémie myéloïde chronique.  
Au contraire les leucémies aiguës sont caractérisées par une évolution rapide et la prolifération de 
cellules immatures dans le sang et la moelle osseuse. Comme les leucémies chroniques, en fonction de 
l’origine du blaste, les leucémies aiguës peuvent être divisées en deux classes : en leucémie aiguë 
myéloïde (LAM) si le blaste est d’origine myéloïde et en leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) si le 
blaste est d’origine lymphoïde.  
Au début des années 70, une classification Franco-Americano-Britanique (FAB) des leucémies 
est apparue qui est toujours utilisée. Ce classement repose essentiellement sur des critères 
morphologiques et tend à être remplacé par une nouvelle classification de l’OMS (Organisation 
mondiale de la santé) : la classification WHO (World Health Organisation). Cette classification prend 
en compte en plus des données morphologiques, des données cytologiques, cytochimiques, 
cytogénétiques et les facteurs influençant le pronostic vital (voir tableau 5). 
Mon travail de thèse a porté sur la leucémie aiguë promyélocytaire.  













La leucémie aiguë promyélocytaire (LAP) est un sous-type M3 des LAM (Leucémie Aiguë 
Myéloblastique) selon la classification FAB. La LAP représente 10% des LAM. Cette leucémie est 
caractérisée par un blocage de la différenciation granulocytaire au stade promyélocytaire237 . La LAP 
atteint des sujets de tout âge avec la même incidence chez l’homme et la femme. En France, environ 
cent nouveaux cas par an sont dénombrés. Les symptômes sont similaires à ceux des autres LAM à 
savoir fièvre, malaise, pâleur et hémorragies. Cependant le risque de faire une hémorragie est plus 
important chez les patients atteints de LAP en raison d’une thrombopénie qui provient d’une 
consommation excessive de plaquettes et d’une insuffisance médullaire. Cette insuffisance est due à 
une accumulation massive des promyélocytes qui vont libérer de façon importante des facteurs de 




coagulation. Si aucune thérapie n’est administrée rapidement, cette pathologie conduit à une mortalité 
précoce associée à une coagulopathie sévère conduisant à un accident vasculaire cérébral. 
 
3.2   Caractéristiques moléculaires 
Au niveau moléculaire, les LAP sont fréquemment caractérisées par une translocation 
chromosomique t(15 ;17) entre le chromosome 15 portant le gène PML et le chromosome 17 portant le 
gène RARα, conduisant à l’expression d’une protéine chimérique PML-RARα238, 239. D’autres 
translocations impliquant le gène RARα ont été décrites chez de rares patients atteints de LAP240, 241. 
Elles conduisent à la fusion entre le gène Retinoic Acid Receptor (RARα) et l’un des gènes suivants : 
Promyocytic Zinc Finger (PLZF), Nucleoplasmin (NPM), NuMA (Nuclear Matrix-Associated), ou 
STAT5β240.  
Par ailleurs, des mutations secondaires peuvent apparaître facilitant la progression tumorale en 
permettant notamment l’activation de la Fms reLated Tyrosine kinase 3 (FLT3) qui est un récepteur 
tyrosine kinase ou une amplification de MYC242, 243. 
 
La  protéine chimérique PML-RARα et son rôle dans la leucémogenèse  
La translocation chromosomique t(15 ;17) conduit à l’expression d’une protéine de fusion 
contenant une portion N-terminale de la protéine PML et une portion C-terminale correspondant à la 
plus grande partie de RARα (voir Figure 22)238. Il existe trois variants de la protéine de fusion PML-
RARα en fonction de trois points de cassure différents dans le gène PML244. Il existe une forme courte 
(PML-RARαS), une forme de longueur dite moyenne (PML-RARαM) et une forme longue (PML-
RARαL). Ces formes sont respectivement présentes dans 70%, 20% et 10% des patients atteints de 
LAP.  
 





Figure 22 : Représentation schématique des protéines PML, RARα et de la protéine de fusion PML-
RARα 
Le triangle noir représente le point de cassure. Un seul produit de fusion est ici représenté. RARα 
possède six domaines allant de A à F. Les domaines C et E sont hautement conservés entre les 
différents récepteurs RAR. Le domaine C est riche en cystéine et permet la liaison à l’ADN. Le 
domaine E est le site d’interaction avec le ligand, les autres récepteurs RAR ou RXR ainsi que les 
répresseurs.  
La protéine PML est composée d’un domaine RING (motif en doigt de zinc), de  deux domaines B (B-
box), un domaine CCD (Coiled Coil Domain), d’un domaine NLS (Nuclear Localisation Signal) et 
d’un domaine Sumo Interacting Motif (SIM).  
 
 
Le modèle d’action classique proposé pour PML-RARα suggère que cette protéine exerce un 
effet de dominant négatif sur la transcription des gènes cibles de RARα impliqués dans la 
différentiation granulocytaire et sur les fonctions normales du gène PML239, 240.  
Avant de détailler les fonctions cellulaires de PML-RARα, nous avons pensé utile de faire une 
introduction sur les fonctions normales de PML et de RARα. 
 
PML (Promyelocytic Leukemia)  
Le gène PML (Promyelocytic Leukemia) est situé sur le chromosome 15. L’expression du ce gène est 
sous le contrôle des facteurs de transcription Signals Transducers and Activators of Transcription 3 
(STAT3), IFN regulatory Factor 3 (IRF3) et p53114, 245, 246. Un épissage alternatif de ce gène PML 
conduit à sept isoformes de PML. La protéine PML est un membre de la famille TRIM (TRIpartite 
Motif) possédant plusieurs domaines fonctionnels247. Le domaine Coiled-coil assure la multimérisation 
de la protéine PML et PML-RARα et permet son interaction avec d’autres protéines. Les 
modifications post-traductionnelles de cette protéine (phosphorylation, sumoylation, ubiquitinylation, 
déacétylation) sont impliquées dans le contrôle de sa stabilité, sa localisation et ses fonctions 
cellulaires248. 




La protéine PML a été décrite comme un suppresseur de tumeur, impliquée dans des processus 
d’apoptose, de sénescence, de réparation des dommages à l’ADN et de différenciation248. Cette 
protéine contribue à l’expression transcriptionnelle de RAR et RXR249. Une autre fonction de PML est 
le maintien des cellules initiatrices de leucémie (LIC) qui fait intervenir la répression de l’activité de 
mTOR250. 
D’autres fonctions de PML semblent dépendre de son accumulation dans les domaines sub-
nucléaires appelés POD (PML Oncogenic Domain), corps nucléaires, ou PML NB (PML nuclear 
Bodies). Sa localisation dans les POD entraîne le recrutement de protéines spécifiques impliquées dans 
différents processus cellulaires tels que la réparation de l’ADN, l’apoptose et la sénescence248. 
Par exemple, le recrutement par PML de DAXX (Death domain Associated protein) dans les 
POD empêche DAXX d’exercer son activité de répression de la transcription des gènes anti-
apoptotiques251. PML module également l’apoptose par l’inhibition de la voie de survie PI3K/AKT. 
Cette inhibition fait suite au recrutement par PML d’AKT et de sa Protein Phosphatase 2a (PP2a) dans 
les POD facilitant ainsi la déphosphorylation d’AKT252. De même, la protéine PML est requise pour 
l’induction de l’apoptose par p53, Fas, TNF-α et IFNα253-256. 
 PML intervient dans la sénescence par le recrutement dans les POD de protéines impliquées 
dans la régulation de la chromatine telles que la Histone cell cycle regulation defective homolog A 
(HIRA), l’Heterochromatin protein1 (HP1) et l’Anti Silencing Function Protein 1 (ASF1)257, 258.  
 
Les récepteurs aux acides rétinoïdes 
 Il existe deux familles de récepteurs aux acides rétinoïdes: les récepteurs aux acides 
rétinoïques (RAR: RARα1 et RARα2) et les récepteurs aux acides réxinoïques (RXR)240. L’ATRA 
(Acide Rétinoïque Tout-trans) et le 9-cis-acide rétinoïque, se lient aux RAR (α, β et γ) avec une 
grande affinité. Contrairement au 9-cis-acide rétinoïque, l’ATRA se lie faiblement aux récepteurs 
RXR (α, β et γ)259. 
 Les RARs sont non seulement des récepteurs mais également des facteurs de transcription qui 
une fois activés par leur ligands, les rétinoïdes, se lient à des éléments spécifiques de réponses aux 




acides rétinoïques (RARE) sur les promoteurs des gènes cibles240. Ces protéines ne se fixent pas seules 
sur les RARE mais forment des hétérodimères avec les RXRs. Les RARs présentent deux mécanismes 
d’action différents en fonction de leur liaison avec leur ligand. In vitro, en absence totale de ligand, 
l’hétérodimère RAR/RXR se fixe sur les séquences RARE des gènes cibles. Dans ce cas, 
l’hétérodimère recrute des corépresseurs : Silencing mediator of retinoid and thyroid receptor (SMRT) 
et NCOR qui interagissent avec les complexes Sin3a, contenant les histones déacétylases (HDAC)260, 
261. La déacétylation des histones entraîne la condensation de la chromatine et la répression de la 
transcription262. Au contraire, la fixation du ligand à son récepteur provoque la dissociation des 
complexes et favorise l’interaction de RAR/RXR avec les coactivateurs p160 et des histones 
acétyltransférases (HAT) telles que CPB/300263, 264. L’acétylation des histones va conduire à un 
relâchement de la chromatine qui va permettre l’activation de la transcription des gènes cibles 





Figure 23 : schéma représentant les mécanismes d’activation des récepteurs RAR par l’ATRA. 
Dans les cellules hématopoïétiques, des concentrations physiologiques d’ATRA (10-9M) sont 
suffisantes pour dissocier les co-répresseurs (N-COR, SMRT,  mSIN3) et recruter des co-activateurs 
(SRC-1, P150, CARM-1) au niveau de l’hétérodimère RARα/RXR permettant ainsi l’activation de la 
transcription de gènes cibles impliqués dans la différenciation de la lignée myéloïde. 
  






La protéine de fusion PML-RARα a la même affinité que RARα pour l’ATRA et se fixe sur 
RARE seule ou associée à RXR. Il a été proposé que cette protéine agirait comme un mutant dominant 
négatif sur la fonction de RARα par le mécanisme suivant : PML-RARα possède un domaine CCD 
par sa partie PML qui lui permet de s’homodimériser et donc de recruter plus de co-répresseurs et de 
HDAC (histones déacétylases) que la protéine RARα sauvage265, 266. Cette forte affinité pour les co-
répresseurs et HDAC induit un blocage de la différentiation lorsque l’ATRA est présent à des doses 
physiologiques (10-8 à 10-9 M) (voir figure 24). Seules des doses pharmacologiques d’ATRA 
(supérieures à 10-6M) pourraient enlever cette répression de la transcription et induire le rétablissement 
de la différenciation granulocytaire267.  
 
 
Figure 24 : Schéma représentant un des modèles proposé (modèle classique) pour expliquer les 
mécanismes moléculaires de la répression de la transcription des gènes cibles de RARα par la 
protéine PML-RARα 
A. Dans les cellules hématopoïétiques, des concentrations physiologiques d’ATRA (10-9M) sont 
suffisantes pour dissocier les co-répresseurs (N-COR, SMRT,  mSIN3) et recruter des co-activateurs 
(SRC-1, P150, CARM-1) au niveau de l’hétérodimère RARα/RXR permettant ainsi l’activation de la 
transcription de gènes cibles impliqués dans la différenciation de la lignée myéloïde. 
B. Dans les cellules leucémiques portant la translocation t(15 ;17), la protéine de fusion PML-RARα 
se fixe à l’ADN sous forme de tétramères et inhibe la signalisation de RARa. PML-RARα séquestre les 
RXR et présente une plus grande affinité pour les co-répresseurs que RARa. Seule une concentration 
pharmacologique d’ATRA à 10-6M permet de dissocier les corépresseurs et induit l’activation de la 
transcription des gènes cibles de RARa ainsi que l’engagement dans la différenciation des cellules 
LAP. 
 




La séquestration de RXR par PML-RARα pourrait aussi expliquer l’effet inhibiteur de PML-
RARα sur RARα268. Par ailleurs, PML–RARα peut aussi recruter des méthylases responsables de 
l’hyperméthylation des promoteurs des gènes en aval de RARα et donc provoquer l’inhibition de la 
transcription269.  
 Cependant, les mécanismes (évoqués ci-dessus) qui impliquent le blocage de la différenciation 
par PML-RARα ne permettent pas d’expliquer pourquoi l’ATRA, pour être totalement efficace, doit 
être administré en combinaison avec de la chimiothérapie. De même, ils n’expliquent pas pourquoi des 
patients traités uniquement avec de l’arsenic ont un meilleur rétablissement alors que l’arsenic seul 
n’agit pas (ou peu) sur le processus de différenciation des promyélocytes. Des résultats rapportés vont 
dans ce sens, et montrent que l’expression d’un dominant négatif de RARα dans des souris 
transgéniques ne favorise pas le développement des LAP suggérant que la répression de la 
transcription et le blocage de la différenciation ne sont pas suffisants à eux seuls pour établir la 
leucémogenèse270, 271.  
 Par ailleurs, des études sur des souris transgéniques exprimant PML-RARα dans les cellules 
myéloïdes précoces ont montré que seules 15 à 20% de ces souris développent une LAP après une 
longue période de latence (de 6 à 13 mois)272, 273. La translocation t(15,17) semble donc être nécessaire 
mais non suffisante pour déclencher une LAP. Il a été montré que des événements secondaires 
touchant FLT3 ou RAS sont nécessaires pour le développement complet du phénotype de LAP132, 242. 
Ces données suggèrent donc que l’origine de la LAP est multifactorielle et que la protéine PML-RARα 
est non seulement impliquée dans la répression des gènes cibles de RARα mais intervient dans 
plusieurs autres réponses oncogéniques. 
De récentes données de littérature ont permis d’identifier de nouvelles fonctions pro-
oncogéniques de PML-RARα (voir Figure 25) : 
 i) De nouveaux sites de fixation à l’ADN (dont certains sont différents de ceux de RARα) ont 
été identifiés pour PML-RARα. Ainsi, Martens et al. ont mis en évidence 3000 nouveaux sites de 
liaisons de PML-RARα sur l’ADN274. Les gènes cibles de PML-RARα codent pour des protéines 
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, de la différenciation, de l’apoptose, du métabolisme, 
et de la synthèse protéique. PML-RARα est impliquée dans la régulation de  l’expression des gènes 




soit directement par sa liaison aux séquences RARE située dans les promoteurs de ces gènes ou 
indirectement en activant  les voies de signalisation impliquées dans cette régulation. 
 ii) La fonction oncogénique de PML-RARα dépend aussi de son interaction avec des protéines 
de la famille polycomb, les Polycomb repressor complex (PRC1 et PRC2)275, 276. Ces complexes 
induisent un remodelage de la chromatine réprimant la transcription de certains gènes. PRC2 est 
impliquée dans le maintien des cellules souches en réprimant la transcription de gènes impliqués dans 
la différenciation277.  
 iii) PML-RARα inhibe les différentes fonctions de suppresseur de tumeur de PML décrites 
précédemment comme son rôle dans l’apoptose et la sénescence. En inhibant la formation des POD,  
PML-RARα modifie l’activité de certaines protéines comme p53 et AKT qui sont normalement 
recrutées au niveau de ces structures252, 278-280.  
 




4. Thérapies et leur mécanisme d’action 
4.1 Introduction 
Jusqu’en 1980, le traitement préconisé pour les patients atteints de LAP était une combinaison 
d’agents chimiothérapeutiques (anthracycline et cytarabine). Le taux de réponse complète était de 55 à 
80% et la survie après traitement ne dépassait pas 2 à 5 ans pour la majorité des patients. 
 En 1980, il fut rapporté que l’ATRA pouvait induire in vitro la différenciation terminale des 
cellules LAP, bien que les effets de l’ATRA sur les patients atteints de LAP ne furent pas totalement 
satisfaisants281, 282. Seul 63% des patients eurent une rémission complète. De plus, trois patients sur 
vingt-deux décédèrent du syndrome de différenciation283. Par la suite, le traitement par l’ATRA fut 




associé avec de la chimiothérapie pour obtenir 95% de rémission complète chez les patients avec une 
survie sans la maladie pendant 5 ans dans 50 à 75% des cas. Un tiers des patients rechutent donc plus 
précocement probablement due à une sélection des clones résistants à l’ATRA et à la chimiothérapie 
ou à la survie des cellules initiatrices de la leucémie284, 285. 
 En 1990, l’administration par voie intraveineuse d’Ailing1, une solution composée de trioxyde 
d’arsenic (ATO) associée avec des traces de chloride de mercure, engendra une rémission complète 
des patients dans les 2/3 des cas traités avec une survie sans rechute à 10 ans286. En 1997, l’injection 
d’ATO dans des patients en rechute après traitement avec l’ATRA induit une rémission complète dans 
95% des cas287, 288. Ces résultats indiquent donc que l’ATO est une drogue qui permet de soigner les 
patients atteints de LAP en rechute après le traitement à l’ATRA. De plus, des patients atteints de LAP 
et traités primairement avec de l’ATO présentent 90 % de rémission complète indiquant que l’ATO à 
lui seul est efficace pour soigner les patients (voir Figure 26)289. 
 A l’heure actuelle, le traitement de référence est la combinaison d’ATRA avec de la 
chimiothérapie (anthracyclines) permettant une rémission complète de 90% des patients. L’ATO n’est 
utilisé qu’en cas de rechute des patients (voir Tableau 6)290. 
Tableau 6 : Recommandations pour le traitement des patients atteints de LAP (d’après 290) 
 
 




4.2 Mécanismes moléculaires d’action de l’ATRA  
Lors du traitement à l’ATRA, les patients présentent une différenciation des blastes immatures en 
cellules matures et fonctionnelles. Pour induire la différenciation, l’ATRA agit à différents niveaux: 
i) L’ATRA induit l’activation des récepteurs RARα et PML-RARα dans les cellules LAP à 
travers un modèle classique décrit précédemment240.  
ii) Lors du traitement à l’ATRA, une forte induction du taux d’AMPc est observée activant la 
Protein Kinase A (PKA)291, 292. Une fois activée la PKA induit la phosphorylation de RARα 
déclenchant ainsi la différenciation des cellules LAP.  
iii) L’ATRA induit la dégradation de la protéine PML-RARα par les mécanismes suivants: 
l’adressage de PML-RARα au protéasome après son ubiquitinylation, son clivage par la 
neutrophile élastase et son adressage vers l’autophagosome grâce à la protéine adaptatrice 
p62/SQSTM1293-296. Cette dégradation de l’oncoprotéine permet la reformation des corps 
nucléaires ainsi que la restauration des différentes fonctions de suppresseur de tumeur de 
PML, notamment son rôle dans l’apoptose. Cet effet pro-apoptotique de l’ATRA met en jeu 
la réactivation de p53 et l’inhibition d’AKT dans les PODs. 
4.3   Mécanismes d’action de l’arsenic trioxyde (ATO) 
 In vitro, le traitement des cellules LAP par l’ATO induit deux effets différents en fonction de 
la dose. A de fortes doses (0,5µM), l’ATO induit l’apoptose alors qu’à des concentrations plus faibles 
(0,1 µM) l’ATO induit la différenciation des cellules287. En clinique, le traitement des patients atteints 
de LAP par l’ATO induit une différenciation incomplète et une apoptose cellulaire élevée. 
 Au niveau moléculaire, le traitement des cellules par l’ATO provoque la mort cellulaire en 
agissant principalement sur la voie intrinsèque (mitochondriale) de l’apoptose297. La mort induite par 
l’ATO fait intervenir plusieurs mécanismes, à savoir, l’accumulation des espèces réactives de 
l’oxygène, l’activation de C-JUN N-Terminal Kinase 1/2 (JNK1/2), l’induction de l’expression des 
gènes pro-apoptotiques Bax et Bim et l’inhibition de la voie de survie de Nuclear Factor-κB (NF-
κB)298-300. 




 L’ATO agit spécifiquement sur les LAP alors qu’il est peu efficace sur les autres sous types de 
LAM, ce qui suggère un effet direct de cette molécule sur la protéine de fusion PML-RARα. 
Effectivement, l’ATO provoque spécifiquement  la dégradation de PML suite à sa sumoylation sur la 
tyrosine 160 déclenchant sa dégradation ainsi que celle de PML-RARα par le protéasome301. Le 
traitement à l’ATO permet également la dégradation de l’oncoprotéine par la voie autophagique295. 
4.4 Mécanismes d’action synergiques de l’ATRA et de l’arsenic 
trioxyde (ATO) 
Le traitement combiné de l’ATRA et de l’ATO cible l’oncoprotéine PML-RARA pour induire sa 
dégradation : l’ATRA agit sur la partie RARα pendant que l’ATO agit sur la partie PML. Cette 
dégradation complète de l’oncoprotéine PML-RARα conduit à la perte de toutes les cellules 
initiatrices de la leucémie et à la rémission complète des patients (voir figure 26).  
 
Figure 26 : Représentation schématique de la synergie d’action de l’association de l’ATRA avec le 
trioxyde d’arsenic (d’après 302)  
 
  




5. Résistances au traitement par l’ATRA 
 
 L’ATRA semble être le traitement idéal de la LAP : en monothérapie, il permet d’obtenir une 
rémission complète chez 85% des patients. Pourtant, son utilisation seule pose rapidement le problème 
de l’apparition d’une résistance, du fait de la diminution des taux plasmatiques, due à une clairance 
plus rapide faisant intervenir les enzymes métabolisantes303.  
 Des mutations dans le domaine de liaison à l’ATRA du gène PML-RARα ont été décrites304. 
Ces mutations peuvent aussi expliquer l’origine des résistances car elles altèrent la régulation des 
gènes cibles de RARα.  
 La résistance à L’ATRA pourrait être aussi liée à l’altération des voies de signalisation 
nécessaires à l’initiation de la différenciation granulocytaire. En effet, dans les cellules LAP résistantes 
au traitement par l’ATRA, l’association des rétinoïdes à des agonistes de la protéine kinase dépendante 
de l’AMPc (PKA) conduirait à lever la résistance305. Un défaut de la voie AMPc/PKA dans les cellules 
LAP pourrait donc être impliqué dans la résistance de ces cellules.  
 La répression de l’activité constitutive de la télomérase par l’ATRA représente un des 
mécanismes impliqués dans l’induction de la mort par l’ATRA. Or, dans un clone variant de NB4-
LR1 (cellules résistantes à la maturation par l’ATRA), un défaut d’inactivation de la télomérase par 
l’ATRA a été observé306 307.  Le groupe d’Evelyne Ségal-Bendirdjian a récemment montré que les 
modifications épigénétiques de hTERT, la sous-unité catalytique de la télomérase, peut être impliquée 
dans l’activation constitutive de la télomérase même en présence de l’ATRA.  
Par ailleurs, les cellules présentant une translocation chromosomique PLZF-RARα sont très peu 
sensibles à l’ATRA en comparaison à celles exprimant  la translocation PML-RARα. Un des 
mécanismes pour expliquer cette différence est que PLZF-RARα, contrairement à PML-RARα, se lie 
de manière stable avec une sous unité du PRC1 empêchant sa libération lors du traitement par l’ATRA 
et bloquant ainsi la transcription des gènes impliqués dans la différenciation granulocytaire276.  
 
6. Le Syndrome de différentiation 
 
Le syndrome de différenciation également connu sous le nom d’ATRA syndrome est la 
principale complication de la thérapie de patients atteints de LAP avec des agents de différenciation 
(ATO et ATRA)308, 309. Lors du traitement par ces agents, une accumulation massive de cellules 
différenciées dans le sang va apparaître et causer différents effets secondaires. Les symptômes 
caractéristiques de cette maladie sont l’apparition de fièvre, un gain de poids de plus de 5 kg, une 




détresse respiratoire causée par des infiltrats pulmonaires ou un syndrome de fuite vasculaire causant 
un dysfonctionnement rénal ainsi qu’une effusion pleurale et péricardique. Un syndrome de 
différenciation sévère est associé à une augmentation de la morbidité et de la mortalité. 
L’administration précoce de corticostéroides tels que la dexaméthasone dès l’apparition des premiers 
symptômes diminue le taux de mortalité et de complication. 
Les causes de cette complication ne sont à l’heure actuelle pas totalement comprises. 
Cependant, les cellules LAP traitées par l’ATRA vont sécréter des cytokines inflammatoires telles que 
des Interleukines : IL-1β, IL-6, IL-8, et TNFα qui vont jouer un rôle important dans le développement 
du syndrome de différenciation310. De plus ces cellules matures vont également libérer des cathepsines 
G et des sérines protéases augmentant la perméabilité capillaire, ce qui peut expliquer l’infiltration des 
cellules différenciées dans les parois. 
Un modèle animal  présentant  la pathologie du syndrome de différentiation a été mis au point  
par Ninomiya et al. 311 . Ce modèle a été généré par injection par voie intraveineuse des cellules 
dérivées de LAP dans des souris immunodéficientes NOD/SCID auxquelles de l’ATRA a été 
administré chaque jour. Les résultats suivants ont été obtenus: un quart des souris injectées sont mortes 
des suites d’un œdème pulmonaire. Elles présentaient des poumons et des vaisseaux dilatés et des 
effusions pleurales, montrant ainsi que ces souris sont un bon modèle de syndrome de différenciation. 
De plus, des taux élevés de chemokines CXC (MIP-2 et KC) et de molécules d’adhésion telle 
qu’ICAM1 (Intercellular Adhesion Molecule)  sont relevés dans le poumon et le cœur. Dans ce 
modèle, l’administration de dexaméthasone entraîne une diminution des chémokines dans le poumon 
et empêche le développement du syndrome de différenciation, suggérant que les chémokines présentes 
dans le poumon sont impliquées dans le syndrome de différenciation. 
  




MATERIELS ET METHODES 
A. Matériels 
Les réactifs de culture cellulaire, le sérum de veau fœtal  (SVF), la pénicilline-streptomycine et les 
milieux (RMPI 1640 sans glutamax et DMEM-glutamax) proviennent de Gibco-BRL. L’ATRA 
(#R2625), le E64d (#516485), la Bafilomycine A1, le Triton X-100 (#T8532), le 8-(4-
chlorophenylthio), le 5’-cyclic adenosine monophosphate (8-CPT-cAMP) (#C3912), le MG132 
(#M7449), le p-nitro-blue tetrazolium chloride (NBT) (p-nitro-blue tetrazolium chloride (#298-83-9), 
le Hoechst33258 (#14530)  et la puromycine (#P8833), le HeBS (Hepes Buffer Saline) (#51558), le 
CaCl2 (#C5080) et la solution d’acrylamide/bisacrylamide (37 :1) sont fournis par Sigma. La 
pepstatine A methyl ester (#516485) et la Rapamycine (#553211) proviennent de chez Calbiochem. Le 
Dihydroéthidium (#D-11347), la Tetramethylrhodamine methylester (TMRM) (#T-668) et l’iodure de 
propidium (# P3566) sont fournis par Molecular Probes. Différents anticorps contre les différentes 
protéines suivantes ont été utilisés: p62/SQSTM1 (#610832) laboratoire BD transduction; phospho-
p70S6 kinase (#9204), p70S6 kinase (#9202) et CASPASE 3 (#9665), Cell Signaling Technology; 
CASPASE 8 (# 21115), Upstate Biotechnology ; LC3 (#L7543) et β-actine (118K4846), Sigma-
Aldrich ; Ubiquitine (#sc-8017), GAPDH (#sc-51907) and IkB alpha (#sc-847) Santa Cruz 
Biotechnology ; CD11c (#333145) R&D Systems.  Le kit de préparation des plasmides provient de 
chez QIAGEN. Le kit de dosage des protéines provient de chez BIO-RAD. L’ECL et les films 
proviennent de chez GE healthcare.  Le kit de détection Proteostat Aggresome (ENZ-51035-K100) 
provient de chez Enzo life sciences. Le kit RNeasy Plus Mini (#74134) provient de chez Qiagen. La 
SuperscriptIII reverse transcriptase (#10432292), le plasmide pDONR201 (#430234). Les trois 
vecteurs lentiviraux pLKO1 exprimant des séquences d’ADN codantes pour des shARN p62#0shRNA 
(TRCN0000007234), p62#1shRNA (TRCN0000007235), et p62#2shRNA (TRCN0000007236) 





B.1) Culture et traitements des cellules 
 
 Cette étude a été réalisée sur la lignée cellulaire NB4 qui constitue un modèle in vitro d’étude  
de la leucémie aiguë promyélocytaire (LAP)312.  Ces cellules proviennent d’un  malade atteint de LAP, 
portent la translocation chromosomique t(15 ;17). Ces cellules se différencient en  granulocytes 
neutrophiles sous l’action de doses pharmacologiques de l’acide rétinoïque tous-trans (ATRA). Nous 
avons également utilisé  des lignées cellulaires NB4-R1 et NB4-R2 résistantes à la différenciation 
induite par l’ATRA304. Afin d’étudier, l’implication de la voie NF-κB dans la régulation de 
l’expression de p62/SQSTM1, nous avons généré deux lignées issues des NB4 après infection avec un 
vecteur lentivirus exprimant  soit le plasmide vide PCDNA3  (cellules appelée NB4-PC), soit un 
vecteur lentivirus  exprimant un mutant d’IκBα non phosphorylable, un répresseur de l’activation de 
NF-κB (cellules  appelée NB4-MAD). Ces différentes cellules sont des lignées en suspension et sont 
cultivées à 37°C sous atmosphère de CO2 à 5% en milieu RPMI 1640 avec 10% de sérum de veau 
fœtal, 2 mM de L-glutamine, de la pénicilline à 100 U/ml, et de la streptomycine à 100 µg/ml. Les 
cellules sont diluées tous les deux  jours à 100 000 cellules par ml et cultivées à cette même densité 
pour les expériences. Les cellules sont traitées avec l’ATRA à une concentration de 1 µM à des durées 
variables allant de 1 à 7 jours. Pour éviter une densité élevée de cellules durant les expériences, les 
cellules sont diluées tous les deux jours par l’ajout de milieu. 
 
 




B.2) Production de particules lentivirales  
  
Les virus utilisés pour vectoriser les shARN ou le gène d’intérêt sont des lentivirus à ARN 
dérivés du VIH-1.  La production de particules lentivirales nécessite trois plasmides différents  
permettant la synthèse de  ces virus par les cellules HEK293T:  
1) le plasmide pLP1 (GAG/POL) qui  porte la séquence TAT dérivée du VIH-1 permettant une 
augmentation du niveau de transcription des protéines virales ; 
2) le plasmide pLP2 (TET/REV) qui contient les séquences REV et POL. REV codant  pour une 
protéine qui régule l’expression des protéines virales en contrôlant la vitesse d’export des ARNm du 
noyau vers le cytoplasme ; 
 3) le plasmide  pVSV-G (ENV)  qui code pour la protéine d'enveloppe du virus de la stomatite 
vésiculaire, et permet l'obtention de virus pseudotypés à plus large tropisme d'infection que le HIV ; 
 4) le plasmide permettant l’expression des shARNBécline1 et shARNp62, qui sera encapsidé dans le 
lentivirus. Il est à noter que nous avons utilisé comme contrôle deux vecteurs : soit le vecteur PLKO.1 
vide, c’est-à-dire sans séquence codante pour un shARN, soit le vecteur contrôle commercialisé par 
SIGMA qui possède une séquence de shARN qui cible la protéine turboGFP. 
 
Pour la production de particules lentivirales, nous avons utilisé les cellules HEK293T (Human 
Embryonic Kidney) dérivées du tissu embryonnaire de rein. Ces cellules sont utilisées car elles 
possèdent un grand pouvoir de transfection et présentent donc un meilleur rendement pour la 
production de particules lentivirales. Ces cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (4.5 g/L de 
glucose) avec 10 % de sérum de veau fœtal, 2 mM de L-glutamine, de la pénicilline à 100 U/ml, et de 
la streptomycine à 100 µg/ml. Concrètement, les cellules sont transfectées au  phosphate de calcium 
(voir protocole dans la partie transfection des cellules) avec  ces trois  plasmides. Le lendemain, les 
cellules sont placées en milieu de production (OptiMEM contenant de l’HEPES à 20mM). Les virus 
HIV défectifs pseudotypés étant lytiques, ils sont alors sécrétés dans le milieu de culture.  
 
Après 36 heures de transfection, les particules virales sont  récupérées dans  le surnageant des 
cellules HEK293T. Les débris cellulaires sont éliminés  par filtration à travers une seringue sur un 
filtre de 0,2µm. Le surnageant est ensuite concentré à travers des colonnes de concentration de 
produits biologiques  d’une taille de 50 K. Le surnageant est éliminé  et les lentivirus sont repris dans 
1,5 ml d’OptiMEM. La suspension virale est aliquotée par 100 µl et conservée à -80°C. 
 
Afin de quantifier  le nombre de particules lentivirales par µl de la suspension obtenue à la fin de 
la production, il faut effectuer une titration. Il est à noter que le vecteur codant pour le shARN porte 
également la séquence codante pour le gène de résistance à la puromycine. L’expression de ce gène de 
résistance va permettre d’effectuer une sélection des cellules qui ont été infectées par les lentivirus. 
Les cellules vivantes représentent les cellules ayant intégré un virus. Pour la titration des particules 
lentivirales, une gamme d'infection est réalisée sur 5.104 cellules NB4 avec 1, 10, 20, 50, 100 et 500 µl 
de la solution diluée au 1/10 de la suspension virale. Le lendemain de l’infection les cellules sont 
centrifugées pour retirer le milieu contenant les virus. Deux jours après l’infection, le milieu de culture 
est remplacé par du milieu contenant l’antibiotique de sélection, la puromycine à 2,5µg/mL. Après 
quatre jours d’infection les cellules sont marquées à l’iodure de propidium et  analysées en cytométrie 
en flux pour de déterminer le pourcentage de cellules vivantes, indicatif du nombre de  cellules 
transduites). Le calcul de  pourcentage de cellules vivantes après infection permet d’estimer 
grossièrement la multiplicité d’infection (MOI). La MOI correspond au nombre de particules virales 
qui ont infecté une cellule. La MOI 1 correspond à la condition où il y a 100% de cellules vivantes. 
 
Dans le cadre de mon étude, les cellules  NB4 sont infectées par les lentivirus à des MOI de 5. Les 
cellules sont ensuite collectées et l’efficacité d'extinction de l'expression de la protéine d’intérêt est 









B.3) Transfection des cellules par les plasmides et les ARN interférents  
 
1) Par électroporation 
L'électroporation est un processus par lequel l'application externe d’impulsions électriques induit 
la perméabilité de la  membrane de cellules permettant ainsi d’introduire dans les cellules des 
plasmides ou des ARN interférents. Pour chaque transfection, 5.106 cellules sont lavées deux fois avec 
du milieu sans sérum et ensuite resuspendues dans 0,4 ml du milieu OptiMEM contenant  0,5 nmoles 
de siARN contrôle ou 0,5 nmoles de siARN dirigés contre Bécline 1 ou p62. Les cellules sont ensuite 
électroporées avec une intensité de 1050 µF et 260 V et ensuite resuspendues à 100 000 cellules/ml 
dans du milieu RPMI contenant du sérum fœtal de veau. 
 
2) Par phosphate de calcium 
Les cellules d’encapsidation (HEK293T) sont comptées et ensemencées à 5,5.106 cellules par 
boîtes de 100 mm, la veille de la transfection. Trois boîtes pour chaque type de lentivirus sont prévues. 
Le lendemain, les cellules sont transfectées au phosphate de calcium avec les trois plasmides 
nécessaires  à la production des particules lentivirales (voir chapitre B). Concrètement, 1 heure avant 
la transfection, le milieu est remplacé par du milieu neuf. 4µg de pSD11 et 10µg de PAX2 sont 
mélangés avec 10µg de plenti-transgène. Le mélange est dilué dans 450 µl d’eau. Successivement, 50  
µl de CaCl2 à 2,5M et 500µl de tampon HeBS sont ajoutés. Le mélange est ensuite incubé pendant 5 
minutes à température ambiante puis dispersé sur les cellules. Après 8 heures d’incubation à 37°C, le 
milieu est enlevé et remplacé par du milieu OptiMEM contenant 20 mM d’HEPES. 
 
B.4) Séparation des protéines par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide et immunotransfert 
 
Les cellules sont récupérées après centrifugation, et lavées ensuite au PBS. Le culot cellulaire est 
alors resuspendu dans du tampon de lyse contenant 1% de SDS, 1 mM de Sodium vanadate, 10 mM de 
Tris pH 7.4, 2 µM de PMSF et 1% d’un mélange de cocktail d’inhibiteur de protéase (SIGMA), puis 
traité à la benzonase (0,5 µL), enzyme permettant l’hydrolyse de l’ADN. La concentration protéique 
de ces extraits est déterminée par le DC Protein Assay (BIORAD) selon la méthode de Lowry. 
Les gels de migration sont préparés à partir d’un mélange d’acrylamide et de bisacrylamide, en 
quantité variable selon le pourcentage du gel désiré. Des échantillons de 25 à 50 µg de protéines sont 
dénaturés dans le tampon suivant : Tris 150mM pH 6,8, SDS 1%, bleu de Bromophénol 0,15% et β-
mercaptoéthanol 1% final, et chauffés trois minutes à 95°C, avant d’être déposés dans chacun des 
puits des gels. La migration des échantillons s’effectue à 55 V jusqu’à ce que le front de migration 
dépasse le gel de compression. Ensuite, à 110 V jusqu’à ce que le front de migration atteigne le bas du 
gel de séparation ou sorte complètement du gel. Un marqueur de poids moléculaire est déposé en 
parallèle des échantillons pour identifier le poids moléculaire apparent des bandes sur le gel. 
Les protéines sont ensuite transférées en milieu liquide sur membrane de nitrocellulose durant 2 heures 
à 200 mA. La qualité du transfert et la quantité de protéines déposée sont évaluées après coloration de 
la membrane au rouge ponceau. La membrane est ensuite saturée pendant 30 min, sous agitation, en 
présence d’un tampon de blocage (PBS-Tween 0,05%-Lait 5%) des sites non spécifiques. Les 
anticorps primaires sont  incubés à 4°C durant toute la nuit aux dilutions indiquées dans la fiche 
technique du fournisseur. 
 
 Les anticorps secondaires anti-souris et anti-lapin couplés à la peroxydase sont utilisés au 
1/2500ème, à température ambiante pendant 1h. La membrane est ensuite  rincée trois fois 15 min avec 
un tampon adapté à l’anticorps primaire PBS-Tween 0,05%. La révélation est effectuée avec le kit 




ECL, après exposition de la membrane sur des films. L’intensité des bandes révélées est quantifiée par 
le logiciel ImageJ.  
 
B.5)  Immunofluorescence indirecte sur des cellules en suspension 
 
1. Fixation 
Les cellules sont récupérées après centrifugation et ensuite lavées au PBS. Les culots sont ensuite 
resuspendus et incubés 10 min dans une solution contenant 4% de formaldéhyde. Le surnageant est 
éliminé après centrifugation et le culot est rincé au PBS.  
2. Perméabilisation 
La suspension cellulaire  est centrifugée pour éliminer le PBS. Les culots sont repris dans un 
tampon contenant du Triton X-100 à 0.5% et laissés incubés pendant 5 min. Après centrifugation, les 
culots sont rincés une fois avec du PBS. 
3. Révélation 
Afin d’effectuer l’étape de saturation, les échantillons sont centrifugés pour éliminer le PBS et 
sont repris dans un tampon contenant du PBS et de la gélatine à 0.2%. Les cellules sont incubées 
pendant 30 min avec ce tampon. 
Les cellules sont ensuite rincées une fois au PBS puis incubées avec l’anticorps primaire dans du PBS-
gélatine 0,2% sur toute la nuit à 4°C. Le lendemain les cellules sont rincées deux fois avec PBS-
gélatine 0,2%. Elles sont ensuite incubées 1 heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire 
dilué dans le tampon PBS-gélatine 0.2%. L’anticorps secondaire est retiré après centrifugation et les 
culots cellulaires sont rincées avec du PBS. Pour le marquage du noyau, les cellules sont ensuite 
incubées avec une solution de PBS-Hoechst pendant 10 min et rincées deux fois au PBS  
4. Montage 
Les culots sont repris avec une solution contenant  un volume égal de PBS et de liquide de 
montage Fluoromont G. 7 µl sont ensuite déposés entre lame et lamelle. Le montage est ensuite séché 
pendant 3 heures à l’abri de la lumière. 
 
 
B.6) Mesure de l’expression des ARNm par RT-qPCR en temps réel 
 
1. Extraction des ARNm  
En partant de 5 millions de cellules dans les conditions traitées et non traitées, les ARNm sont 
extraits en utilisant le kit « RNeasy Plus Mini Kit »(QIAGEN). Les ARNm ainsi obtenus sont dosés au 
NanoDrop à une longueur d’onde de 260 nm. La pureté des ARNm est évaluée par le rapport de 
l’absorbance obtenue à 260 nm sur celle obtenue à 280 nm. Le rapport doit être compris entre 1,7 et 2 
pour considérer que la pureté de l’échantillon est satisfaisante et qu’il n’est pas contaminé par des 
protéines. 
2. Rétrotranscription des ARNm 
Les ARNm ainsi obtenus sont rétrotranscrits en ADNc en utilisant le kit « Superscript III First 









3. Réaction en chaîne par polymérase quantitative (qPCR) 
 
 Le  milieu réactionnel pour la qPCR est composé de 10 µL de « Power Sybr Green PCR 
Master Mix », 0,5 µL d’amorces sens et antisens à 10 µM (voir ci-dessous), 2 µL d’ADNc à 1 
ng/uL et 7 µL d’eau RNase et DNase Free. 
 Les séquences des amorces choisies pour les expériences de qRT-PCR sont les suivantes : 
- p62 sens 5’-(TAC-GAC-TTG-TGT-AGC-GTC-TGC)-3’ antisens 5’-(GTG-TCC-GTG-
TTT-CAC-CTT-CC)-3’ 
- Act-B1(Actine) sens 5’-(ATT-GGC-AAT-GAG-CGG-TTC)-3’ antisens 5’-(GGA-TGC-
CAC-AGG-ACT-CCA)-3’ 
- CPB (CREB Binding Protein) sens 5’-(ACT-TCA-CCA-GGG-GAG-ATG-G)-3’ antisens 
5’-(AGC-CGT-TGG-TGT-CTT-TGC)-3’ 




 Les échantillons ainsi préparés sont ensuite placés en plaque 96 puits et la qPCR est effectuée 
sur le StepOne de Applied Biosystem. 
  
 Les différentes étapes de la qPCR sont : activation de l’enzyme (10 minutes à 95°C), 
dénaturation des brins d’ADN (15 s à 95 °C), hybridation des amorces (15 s à 60°C) et 
élongation du brin complémentaire (35 s à 72°C). L’activation de l’enzyme se fait sur un seul 
cycle. Les 3 étapes suivantes de la PCR s’effectuent pendant 40 cycles. Pour finir la qPCR, il 
y a une dernière étape sur 1 cycle qui permet d’établir la courbe de fusion et qui est constituée 
d’une étape de 15s à 95°C, une étape de 1 min à 60°C et une étape de 15s à 95°C. Pour le 
choix du gène de ménage,  nous avions initialement utilisé trois gènes de ménage (Act-B1, 
GAPDH et CPB) mais nous avons choisi CPB car il est le seul dont l’expression ne varie pas 
entre les deux conditions traitées ou non.  
 
4. Analyse des résultats  
L’analyse des résultats a été effectuée en utilisant le logiciel « StepOne Software » (Applied 
Biosystems) pour le calcul de la variation du nombre de copie d’un gène d’intérêt:  
Variation du gène d’intérêt = 2^-((Ct échantillon traité – Ct échantillon contrôle) - (Ct échantillon traité – Ct échantillon contrôle)) 
       Gène d’intérêt   Gène de ménage 
 
B.7) Evaluation de l’activité autophagique des cellules  
1. Par visualisation des autophagosomes en microscopie électronique 
La microscopie électronique à transmission est une technique qui permet de visualiser des 
ultrastructures cellulaires, tels que les noyaux, les mitochondries, les lysosomes et les 
autophagosomes. Nous avons utilisé cette technique pour évaluer la quantité d’autophagosomes 
formés au cours du traitement des cellules NB4 par l’ATRA. Cette étude a été réalisée en collaboration 
avec le Dr. G.Pierron au CNRS-UPR-1983, Villejuif. 
 
Les cellules sont fixées in situ pendant 1 heure à 4°C dans de la glutaraldéhyde 1,6% diluée dans 
du tampon phosphate Sörensen 0,1 M, pH7.3. Les cellules sont détachées durant la fixation puis 
centrifugées 15 minutes à 5000g à 4°C. Les culots fixés sont rincés pendant 1 heure (3 x 20 minutes) à 
4°C dans le tampon phosphate froid, puis post-fixés avec de l’acide osmique à 2%, 1 heure à 
température ambiante. On effectue un rinçage 5 minutes avec de l’eau distillée, puis une 
déshydratation dans des concentrations croissantes d’éthanol (à température ambiante) avant 
l’enrobage dans la résine de type époxyde (EPON). Les différents bains effectués sont les suivants : 




éthanol à 70°C (2x15 min), éthanol à 80°C (2x10 min), éthanol à 95°C (2x15 min), éthanol à 100°C 
(3x20 min), mélange éthanol-Epon (3x20 min) puis un dernier bain d’EPON sur toute la nuit. La 
polymérisation s’effectue à 65°C pendant 48 heures. Des coupes ultrafines de 90 nm sont alors 
effectuées sur ces échantillons et collectées sur des grilles en cuivre recouvertes de formvar et de 
carbone, puis colorées à l’acétate d’uranyle et au citrate de plomb. Les coupes ainsi obtenues sont 
analysées sur un microscope électronique FEI Tecnai Spirit à 80 kV. 
 
2. Par analyse de l’expression de la forme LC3-II   
 
Au cours de l’autophagie, la protéine LC3, suite  à sa conjugaison à la phosphatidyléthanolamine 
(PE),  est recrutée à la membrane autophagosomale. Cette forme conjuguée de LC3 appelée LC3-PE 
ou LC3-II, peut être facilement séparée de sa forme cytosolique, LC3-I, par électrophorèse PAGE 
(détaillée ci-dessus) et détectée en immunotransfert en utilisant un anticorps anti-LC3. La forme LC3-
II migre à 12 kDa et la forme LC3-I migre à 15 kDa. 
 
B.8) Evaluation de la différenciation des cellules promyélocytaires en 
granulocytes/neutrophiles: 
 
1. Evaluation de l’expression du CD11c par cytométrie en flux (FACS) 
La maturation des cellules NB4 par l’ATRA, s’accompagne d’une augmentation d’expression de 
molécules d’adhésion. Ainsi, l’expression de CD11c qui est une chaîne des intégrines alpha est 
augmentée au cours de la différenciation de ces cellules NB4 par l’ATRA. L’utilisation d’un anticorps 
fluorescent couplé à la phycoérythrine qui reconnait le CD11c permet d’évaluer par cytométrie en flux 
l’expression de cette protéine, ce qui est indicatif de  l’état de différenciation de ces  cellules. Les 
cellules sont récupérées après traitement par l’ATRA puis lavées une fois avec du PBS. Elles sont 
ensuite incubées trente minutes à 37°C avec 100 µl d’une solution composé de BSA (Bovin Serum 
Albumin) à 0,2% diluée dans du PBS contenant soit l’anticorps CD11c à 6,25 10 -8 g/ml, soit avec son 
isotype IgG 2a à 6,25 10 -8 g/ml. La lecture s’effectue au cytomètre en flux dans le canal FL2 (564-606 
nm). Afin de tester la spécificité de l’anticorps CD11c, nous avons donc  marqué les cellules avec 
l’isotype IgG 2a de cet anticorps. Nous avons déterminé (données non montrées) que les cellules non 
traitées ainsi que les cellules traitées avec l’ATRA sont très peu marquées avec cet isotype (moins de 
1% de cellules positivement marquées). L’induction d’expression de CD11c par l’ATRA  que nous 
avons observée est bien  spécifique de l’anticorps CD11c  utilisé.   
 
2. Par étude morphologique : coloration de May-Grünwald Giemsa (MGG) 
Les neutrophiles sont caractérisés par la présence d’un noyau plurilobé qui peut être mis en 
évidence par coloration May-Grünwald Giemsa  (MGG).  
Le principe de cette coloration repose sur l’affinité des éléments cellulaires pour les colorants acides 
ou basiques. Ces deux colorants sont le May-Grunwald et le Giemsa qui sont neutres mais qui sont 
constitués tous les deux de deux colorants : un acide, l’éosine et un basique, le bleu de méthylène pour 
le May-Grünwald et l’azur de méthylène pour le Giemsa. Les éléments acides tels que l’ADN seront 
marqués par des colorants basophiles et seront donc colorés en bleu. Les éléments basiques seront eux, 
colorés avec les colorants acidophiles, et seront donc plutôt roses. Les éléments acides et basiques 
seront marqués par les colorants acidophiles et basophiles et auront donc les deux couleurs mélangées. 
Nous allons avons étudié par ce test le changement morphologique des cellules promyélocytaires en 
neutrophiles lors du traitement par l’ATRA.  
Les cellules sont récupérées, puis lavées une fois avec du PBS. Elles sont ensuite placées dans un 
cytospin (700 tour/min pendant 7  minutes) afin de les plaquer contre une lame. Une coloration MGG 
est ensuite effectuée et les cellules sont ensuite observées en microscopie optique classique. 
3. Par le test de réduction du nitroblue tetrazolium (NBT) 




Lors de la différenciation des cellules LAP en granulocytes/neutrophiles, les cellules vont 
acquérir la caractéristique de présenter une accumulation des ROS dans la cellule qui peut être 
quantifiée par le test nitroblue tetrazolium (NBT). Le principe de ce test est d’utiliser la réaction de 
réduction du NBT en bleu de formazan par les anions superoxydes O2- formés à partir du système 
enzymatique hypoxanthine-xanthine oxydase. De ce fait, lors de ce test, les cellules différenciées qui 
présentent une accumulation de ROS dans la cellule pourront réduire le NBT en bleu de formazan et 
apparaitront  bleues. 
Concrètement, les cellules traitées ou non avec l’ATRA sont récupérées, puis lavées une fois avec 
du PBS. Elles sont ensuite reprises dans une solution contenant du NBT à 1 mg/ml ainsi que du 
Phorbol 12-Myristate 13-Acétate à 3.10-7 M. Elles sont ensuite incubées 30 minutes à 37°C. Avant la 
lecture les cellules sont rincées une fois avec du PBS. Elles sont ensuite comptées afin de déterminer 
le pourcentage de cellules bleues par rapport au nombre total de cellules comptées. Au moins 300 
cellules sont comptées par condition. 
 
B.9) Evaluation de la mort des cellules 
1. Par marquage du noyau au Hoechst 
Les cellules mises en culture avec les différents traitements sont récupérées après les avoir lavées 
au PBS. Les cellules sont ensuite fixées dans une solution de glutaraldéhyde à 0,2% et de 
formaldéhyde à 1% pendant 20 minutes. Après deux lavages au PBS, les cellules sont marquées en 
présence d’une solution de Hoechst à 12,5 µg/mL, pendant 2 heures, à température ambiante. Les 
noyaux apoptotiques (condensés et fragmentés) et les noyaux intacts marqués au Hoechst sont 
comptés. Le pourcentage de noyaux apoptotiques est déterminé par rapport à la totalité des noyaux 
comptés sur une surface donnée. Au moins 300 noyaux sont comptés pour chaque traitement. 
2. Par marquage à la TetraMethylRodamine Methyl Ester (TMRM) 
Le TMRM est une sonde fluorescente cationique lipophile qui s’accumule fortement dans les 
mitochondries. Lors de la dépolarisation de la membrane mitochondriale, le TMRM va diffuser hors  
de la mitochondrie ce qui se traduit par  une diminution de l’intensité de fluorescence de la sonde dans 
la cellule. 
Pour effectuer le marquage, les cellules traitées ou non sont récupérées puis lavées une fois au 
PBS. Les cellules sont ensuite reprises avec 100 µL de PBS contenant du vérapamil à une 
concentration de finale de 20 µM ainsi que la sonde TMRM à une concentration finale de 200nM. Les 
cellules sont ensuite incubées 20 minutes à 37°C. La lecture s’effectue par cytométrie en flux dans le 
canal FL2 (564-606 nm). 
3. Par marquage à l’Iodure de Propidium (PI) 
Le PI est non seulement un agent intercalant des acides nucléiques (ARN ou ADN) mais 
également un marqueur de mort cellulaire. Les cellules vivantes, qui présentent une intégrité de la 
membrane plasmique ne sont pas marquées le PI. Au contraire, les cellules mortes vont perdre 
l’intégrité de leur membrane plasmique et le PI pourra alors diffuser librement dans la cellule et se 
fixer à l’ADN.  
Concrètement, les cellules sont récupérées puis lavées une fois avec du PBS. Les cellules sont 
ensuite reprises dans 100 µl de PBS contenant le PI à une concentration finale de 1µg/ml. Les cellules 
sont ensuite incubées 20 minutes à 37°C. La lecture s’effectue au cytomètre en flux dans le canal FL2 
(564-606 nm).   
 
 
4. Par analyse du clivage de CASPASE 3 en Western Blot 
Lors de l’apoptose, des  protéines appelées CASPASES sont activées conduisant à l’induction du 
clivage de plusieurs substrats cellulaires, Notamment, dans les dernières étapes de cette cascade se 




trouve le clivage de la CASPASE effectrice CASPASE 3. Afin d’évaluer  la mort cellulaire par 
apoptose, nous avons donc quantifié le clivage de CASPASE 3 en Western Blot.  
 
B.10) Evaluation de la quantité d’agrégats protéiques dans la cellule 
1. Par l’utilisation du kit Proteostat Aggresome Detection en cytométrie en flux 
Le kit Proteostat Aggresome Detection permet de marquer de façon spécifique les agrégats 
protéiques contenus dans la cellule par une sonde fluorescente et d’analyser leur quantité en 
cytométrie en flux. 
 Les cellules sont récupérées à la fin du traitement et lavées avec du PBS pendant 7 minutes et 
centrifugées à 400 g pendant 7 minutes. Le surnageant est enlevé puis elles sont fixées avec du 
formaldéhyde à 4% pendant 20 minutes. Les cellules sont ensuite centrifugées à 800 g pendant 7 
minutes et le surnageant est retiré. Les cellules sont ensuite rincées deux fois avec du PBS et 
centrifugées pendant 7 min à 800 g entre chaque rinçage pour évacuer le surnageant. Les cellules sont 
par la suite perméabilisées pendant 15 min sur la glace avec la solution de perméabilisation qui 
comprend un volume final de 10 ml: 50 µl de Triton X-100, 60 µl d’EDTA à 0,5 M et complété 
jusqu’à 10 ml avec de  tampon 1X fourni dans le kit. Les cellules sont de nouveau rincées avec du 
PBS deux fois et centrifugées à 800 g pendant 7 minutes pour enlever le surnageant. Pour finir, elles 
sont marquées pendant 30 minutes à température ambiante avec la solution Proteostat Aggresome Red 
Detection qui contient la sonde  fluorescente diluée au 1/7500ème  dans le tampon 1X du kit. La lecture 
s’effectue par cytométrie en flux dans le canal FL3.   
2. Par immunoblot,  après fractionnement protéique soluble-insoluble  
Nous avons séparé les protéines solubles des protéines insolubles (contenant les agrégats) en 
utilisant la méthode de fractionnement suivante : l 
es cellules (10 millions de cellules par condition) sont récupérées après le traitement  puis 
rincées avec du PBS. Les culots cellulaires sont ensuite resuspendus avec 100 µl d’un tampon (1) 
contenant : 20 mM MgCl2, 0,1mM EDTA, des antiprotéases et 0,1% de Triton X100. Ce lysat 
cellulaire est ensuite placé 20 minutes dans la glace. Cette suspension  est ensuite centrifugé à 10000 g 
pendant 10 minutes  à 4°C: la fraction de protéines solubilisées par  0,1% de Triton X100 se trouve  
dans le surnageant alors que la fraction des protéines insolubles est présente dans le culot. Afin de 
solubiliser les agrégats protéiques, le culot est repris dans 80 µl de tampon (1) sans Triton X-100, 20 
µl de tampon de lyse 4X contenant du bleu de Bromophénol et 0,5 µl de Benzonase. Le dosage est 
effectué sur la fraction soluble. Les extraits sont ensuite analysés par immunoblot et les protéines poly-
ubiquitinylées sont révélées par l’utilisation d’un anticorps spécifique dirigées contre l’ubiquitine. 
3. Par immunofluorescence 
La quantité d’agrégats protéiques contenus dans la cellule peut également être évaluée  par 
marquage des protéines poly-ubiquitinylées selon le protocole décrit au paragraphe B.5 avec un 
anticorps spécifique dirigé contre l’ubiquitine. Les cellules marquées sont ensuite analysées en 
microscopie confocale Zeiss LSM 510 Meta. 
 
B.11) Analyses statistiques 
Nous avons utilisé pour cette étude un test statistique d’ANOVA associé au Test de Tuckey qui 
permet une comparaison multiple entre chaque condition. Les p values inférieures à 0,05 sont 
considérées comme statistiquement significative. Les résultats sur les graphes présentent la moyenne 
et la barre d’erreur indique la déviation standard d’au moins trois expériences indépendantes. Pour les 




OBJECTIFS DE LA THESE 
 
Les leucémies sont caractérisées par un blocage de la différenciation des lignées 
hématopoïétiques à un stade donné, associé à une prolifération anormale de ces cellules immatures. 
L’autophagie, processus vésiculaire aboutissant à la dégradation du contenu intracellulaire par le 
lysosome, est fréquemment impliquée dans la survie et la chimiorésistance des tumeurs.  
  
Mon  projet de thèse a été fondé sur l’hypothèse que l’autophagie pourrait être impliquée dans  
la survie et la différenciation des leucémies aiguës promyélocytaires (LAP).   
 
La leucémie aiguë promyélocytaire est caractérisée par un blocage de la différenciation des 
cellules hématopoïétique au stade promyélocytaire. Ce modèle était pertinent pour mon étude puisqu’il 
présente le premier modèle de cancer pouvant être traité par des agents de différenciation. En effet, 
l’acide rétinoïque tout-trans à une dose pharmacologique induit la différenciation granulocytaire des 
LAP d’une part, et la perte des cellules initiatrices de la leucémie, d’autre part.  Cependant, certains 
malades peuvent développer, à la suite de ce traitement, une résistance ou une complication appelée 
syndrome de différenciation due à l’accumulation et à l’infiltration de cellules matures dans les parois 
de différents tissus.  
 
 L’objectif principal de cette étude était d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires qui 
entravent la mise en place de la différenciation et la mort des cellules de LAP, dans le but ultime de 
concevoir de nouvelles pistes thérapeutiques susceptibles d’améliorer le traitement des malades 
atteints de LAP. 
Objectifs spécifiques :  
1. Dans la première partie de ma thèse, les objectifs étaient: 
 de mettre en évidence la régulation éventuelle de l’autophagie au cours de l’induction de la 
différenciation des cellules de LAP (NB4) par l’ATRA.  
 de décrypter la régulation de l’autophagie au cours de la maturation des cellules de LAP en 
examinant les voies mTOR et Beclin 1. 
 d’évaluer les implications éventuelles de ces voies dans la survie et la différenciation des 
cellules de LAP 
 Les résultats de cette étude ont été publiés dans l’article I: 
 "ATRA-induced upregulation of Beclin 1 prolongs the life span of differentiated acute 
promyelocytic leukemia cells”. par Aurore Trocoli, Julie Mathieu, Muriel Priault, Josy Reiffers, Sylvie 
Souquere, Gérard Pierron, Françoise Besançon, & Mojgan Djavaheri-Mergny. Autophagy 7:10, 1-7; 2011 
 
2. Dans la deuxième partie de ma thèse, les objectifs étaient: 
 d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans l’induction de l’expression de 
p62/SQSTM1 (Sequestosome1), protéine adaptatrice du processus autophagique, au cours de 
la différenciation des cellules de LAP par l’ATRA.  
 de rechercher les implications éventuelles de p62/SQSTM1 dans la survie et la différenciation 
des cellules de LAP. 
 
Les résultats de ces travaux sont présentés dans l’article II et seront prochainement soumis: 
 "p62/SQSTM1 upregulation occurs during ATRA-induced granulocytic differentiation of 
Acute Myeloid Leukemia cells: a mechanism for maintaining the viability of mature cells." 
par Aurore Trocoli, Gaëlle Labrunie, Elodie Richard, Anna M. Schläfli, Daniel Brigger, Sylvie 
Souquere, Gérard Pierron, Jean-Max Pasquet, Pierre Soubeyran, Josy Reiffers, Evelyne Ségal-
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Introduction
Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized by an arrest 
of the terminal differentiation of myeloid cells into granulocytes.1 
The genetic hallmark of this disease is a reciprocal chromosomal 
translocation that joins the RAR (retinoic acid receptor) α gene to 
the PML (promyelocytic leukemia) gene.2 The resulting chimeric 
protein, PML-RARα, is thought to be responsible for the arrest 
of granulopoiesis by directly inhibiting the transcription of the 
retinoic acid target gene, a mechanism that could account for its 
leukemogenic properties.3-5 Administration of pharmacological 
doses of All-trans retinoic acid (ATRA) to APL patients produces 
a clinical remission of the disease by inducing the maturation of 
promyelocytes and the degradation of the PML-RARα protein, 
leading to the eradication of the leukemic stem cells.5-8 However, 
some of these patients relapse due to the development of ATRA 
resistance by leukemic cells. Moreover, one of the main complica-
tions of ATRA treatment of APL patients is the ATRA syndrome, 
which is caused by the accumulation of mature granulocytes and 
Acute promyelocytic leukemia (ApL) results from a blockade of granulocyte differentiation at the promyelocytic stage. 
All-trans retinoic acid (ATrA) induces clinical remission in ApL patients by enhancing the rapid differentiation of ApL cells 
and the clearance of pML-rArα, ApL’s hallmark oncoprotein. in the present study, we demonstrated that both autophagy 
and Beclin 1, an autophagic protein, are upregulated during the course of ATrA-induced neutrophil/granulocyte 
differentiation of an ApL-derived cell line named nB4 cells. This induction of autophagy is associated with downregulation 
of Bcl-2 and inhibition of mTOr activity. small interfering rnA-mediated knockdown of BECN1 expression enhances 
apoptosis triggered by ATrA in nB4 cells but does not affect the differentiation process. These results provide evidence 
that the upregulation of Beclin 1 by ATrA constitutes an anti-apoptotic signal for maintaining the viability of mature ApL 
cells, but has no crucial effect on the granulocytic differentiation. This finding may help to elucidate the mechanisms 
involved in ATrA resistance of ApL patients, and in the ATrA syndrome caused by an accumulation of mature ApL cells.
ATRA-induced upregulation of Beclin 1 prolongs 
the life span of differentiated acute promyelocytic 
leukemia cells
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can lead to a fatal outcome in APL patients.9 Being able to iden-
tify the molecular pathways that can enhance the effectiveness 
of ATRA-induced both differentiation of APL cells and death of 
mature cells will therefore be helpful in designing new strategies 
for improving the treatment of patients affected by APL.
Macroautophagy (referred to as autophagy hereafter) is a 
lysosomal process that induces the degradation of cytoplasmic 
constituents such as proteins and organelles, thus leading to 
cell renovation. In response to environmental and hormonal 
changes, autophagy is induced to provide cells with the nutri-
ents and energy necessary for cell survival and cellular remod-
eling.10-12 Paradoxically, under certain circumstances, autophagy 
contributes to programmed cell death.13 During the autophagy 
process, a cell sequesters cytoplasmic material within double-
membrane vesicles known as autophagosomes, and delivers them 
to lysosomes for degradation by lytic enzymes. At the molecular 
level, the Atg proteins (the products of autophagy-related genes) 
orchestrate the sequential steps of generating autophagosomes.14 
An early event in the initiation of autophagy is the binding of 
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flux rather than inhibiting either autophagosome maturation 
or the lysosomal degradation of the autophagosomal cargo. To 
gain further insight into the mechanisms involved in the induc-
tion of autophagy, we examined the expression and activation 
of two autophagy-regulatory pathways involving Beclin 1 and 
mTOR, respectively. As shown in Figure 1C, ATRA treatment 
of NB4 cells caused an upregulation of Beclin 1 and a significant 
downregulation of the Bcl-2 protein, which inhibits autophagy 
by its interaction with Beclin 1.17 ATRA also caused a decrease 
in the level of phosphorylation of the p70S6 kinase, a substrate 
of mTOR, suggesting that it has an inhibitory effect on mTOR 
activity (Fig. 1C). To find out whether the ATRA-induced 
upregulation of autophagy and Beclin 1 observed in the acute 
promyelocytic leukemia cells (NB4) extends to other leukemia 
cell lines, we investigated the effect of ATRA on the autophagic 
responses of the HL60 cell line, an in vitro model of myeloid 
leukemia. As shown in Figure 1D, ATRA treatment of HL60 
cells resulted in the accumulation of both LC3-II and Beclin 1 
proteins, supporting the notion that the upregulation of auto-
phagy and Beclin 1 by ATRA may not be a response restricted to 
promyelocytic leukemia cells.
ATRA-induced Beclin 1 upregulation prolongs the life span 
of mature APL cells. Because Beclin 1 plays a pivotal function 
in the regulation of cell death processes,16,31-33 we further investi-
gated whether this protein plays a role in the viability of APL cells 
differentiated by ATRA. For this study, we downregulated Beclin 
1 expression by using a specific siRNA that targets BECN1, and 
then evaluated autophagy and apoptosis during ATRA treatment 
of NB4 cells. As shown in Figure 2A, siRNA against BECN1 
reduced both the basal level of Beclin 1 and its ATRA-upregulated 
level. The silencing of BECN1 inhibited the basal autophagy but 
did not affect the induction of autophagy triggered by ATRA, 
as revealed by immunoblot analysis of the LC3-II amount (Fig. 
2A). To verify that Beclin 1 is able to regulate inducible auto-
phagy in NB4 cells, the effect of BECN1 siRNA on autophagy 
was examined following incubation of NB4 cells in nutrient-free 
medium (NF), a condition known to stimulate canonical auto-
phagy. Under starvation conditions, autophagy was induced in 
NB4 cells, which was significantly reduced following the silenc-
ing of BECN1 expression by a specific siRNA (Fig. 2A). Taken 
together, these results suggest that Beclin 1 is required for star-
vation-induced autophagy in NB4 cells, whereas it has no crucial 
role in the stimulation of autophagy induced by ATRA. We also 
evaluated apoptosis following the silencing of BECN1 expression 
in NB4 cells treated with ATRA. As shown in Figure 2B, ATRA 
treatment of NB4 cells promoted a time-dependent accumula-
tion of apoptotic cells (characterized by the accumulation of 
condensed and fragmented nuclei), which was enhanced follow-
ing the knockdown of BECN1 expression by a specific siRNA. 
Apoptosis was also assessed by measuring the loss of mitochon-
drial transmembrane potential (Fig. 2C). Our results showed 
that the ATRA-mediated loss of mitochondrial transmembrane 
potential was significantly enhanced when the upregulation of 
Beclin 1 was prevented by a specific BECN1 siRNA, which again 
suggests that Beclin 1 has an anti-apoptotic effect under this con-
dition. Furthermore, the ATRA-induced cleavage of caspase-3, 
Beclin 1 (a mammalian ortholog of yeast Atg6) to the class III 
PtdIns 3-kinase (hVps34) which promotes the recruitment of 
other Atg proteins to the phagophore membrane.15,16 Beclin 1 
possesses a BH3 only-domain which is necessary for its binding 
to Bcl-2 and Bcl-X
L
. This binding represses Beclin 1-dependent 
autophagy in several experimental settings.17-19
Recent studies have established the role of autophagy dur-
ing mammalian development and cell differentiation, processes 
that require an extensive cellular remodeling by a rapid change 
in intracellular contents, such as organelles and proteins.20,21 
For example, differentiation of T-lymphocytes and erythrocytes 
requires a selective removal of mitochondria by autophagy.22-24 
Along this line, mice lacking the essential autophagy-related 
gene Atg7 in the hematopoietic system develop severe anemia 
and lymphopenia as a result of defective removal of mitochon-
dria.23 Similarly, Atg7 and Atg5 are involved in normal adipocyte 
differentiation suggesting an essential function of autophagy in 
adipogenesis.25,26 Autophagy is also an important event for mega-
karyocytic maturation of the chronic myelogenous leukemia,27 
and differentiation of neuroblastoma and glioma stem progeni-
tor cells, as well.28,29 Moreover, autophagy is required for the 
pre-implantation development of mouse embryos,30 and its defi-
ciency in murine models lacking the key autophagy-regulatory 
genes (e.g., Ambra1, Atg5 and Atg7) induces the accumulation 
of abnormal proteins during the development of the nervous sys-
tem20 suggesting its essential role in developmental processes.
However, the function of autophagy-regulatory pathways in 
ATRA-induced neutrophil/granulocyte differentiation of APL 
cells is still not well documented. In the present study, we inves-
tigated the autophagic responses during the course of ATRA-
induced maturation of an APL-derived cell line, NB4 cells. In 
particular, we explored the involvement of Beclin 1 in regulating 
NB4 cell death and differentiation, two processes that occur dur-
ing ATRA treatment of APL cells.
Results
Autophagy flux is activated during the course of ATRA-induced 
granulocytic differentiation of APL cells. To find out whether 
autophagy regulates the differentiation of APL cells, autophagic 
activity was evaluated during the course of ATRA-induced 
maturation of NB4 cells into neutrophils/granulocytes. We first 
investigated the amount of autophagosomes present in cells by an 
ultrastructural analysis based on electron microscopy studies. As 
shown by the electron micrographs in Figure 1A, the treatment 
of NB4 cells with ATRA promoted the accumulation of vacuoles 
containing degraded materials. Autophagy was also assessed by 
evaluating the amount of LC3 (microtubule-associated protein 
1 light chain 3) protein conjugated with phosphatidyl-ethanol-
amine (LC3-II), a well-known marker of autophagosomes. As 
shown in Figure 1Ba, ATRA triggered an increase in the level of 
LC3-II protein expression revealing once again the accumulation 
of autophagosomes during the differentiation of promyelocytes 
to neutrophils/granulocytes. This accumulation was enhanced in 
the presence of lysosomal protease inhibitors (Fig. 1Bb), support-
ing the notion that ATRA promotes the activation of autophagy 
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morphological changes (Fig. 3B) or accumulation of superox-
ide anions (Fig. 3C). Taken together, these results suggest that 
ATRA-induced Beclin 1 upregulation is not crucial for neutro-
phil/granulocyte maturation of APL cells.
Discussion
Autophagy is a critical modulator of cancer cell fate in virtue of 
its ability to regulate cell survival, differentiation and prolifera-
tion.21,34 In the present study, we investigated the link between 
autophagy, cell death and differentiation in the context of 
ATRA-induced granulocytic differentiation of the acute promy-
elocytic leukemia (APL)-derived cell line. We provide, here, the 
first evidence showing that Beclin 1 is upregulated by ATRA, 
and that this event constitutes an anti-apoptotic signal that pro-
longs the life span of mature APL cells. These data are in accor-
dance with several previous reports, demonstrating that Beclin 1 
displays a cytoprotective effect against numerous stressful situa-
tions.15,16 Notably, Wang et al. have shown that Beclin 1 plays an 
which is another feature of apoptosis, was promoted when Beclin 
1 upregulation was reduced by a specific BECN1 siRNA (Fig. 
2D). Taken together, these results demonstrate that the upregu-
lation of Beclin 1 during ATRA treatment is a prosurvival event 
that increases the viability of mature APL cells.
Effect of silencing BECN1 on the granulocytic differentia-
tion of APL cells. Given the parallels between Beclin 1 upregu-
lation and ATRA-induced differentiation of APL cells, we next 
explored whether these two responses are linked. To this end, we 
downregulated Beclin 1 expression using a siRNA that targets 
BECN1, and then evaluated the neutrophil/granulocyte differ-
entiation process. As expected, ATRA treatment resulted in the 
differentiation of NB4 cells that was revealed by the increased 
expression of the cell surface marker CD11c (Fig. 3A), the pres-
ence of cells with lobed nuclei (Fig. 3B), and the accumulation 
of superoxide anions (Fig. 3C), which are characteristic features 
of neutrophil/granulocyte differentiation. Inhibition of Beclin 
1 upregulation using a specific siRNA against BECN1 did not 
prevent ATRA-induced CD11c expression (Fig. 3A), nuclei 
Figure 1. ATrA activates autophagic flux in ApL cells nB4 cells (1 x 105 cells/ml) were treated with ATrA (1 μM) for the times indicated in the pres-
ence and absence of e64 (10 μg/ml) + methyl ester pepstatin (1 μg/ml). (A) Cells were examined by electron microscopy during the time course of 
ATrA-induced granulocytic differentiation. At time 0, the cells displayed rounded nuclei filled with euchromatin, and a ribosome-rich cytoplasm with 
well-defined mitochondria. After 4 and 6 d of ATrA treatment, the nuclei were poly-lobed and had a higher heterochromatin content. Most of the cell 
profiles also contained several prominent cytoplasmic vacuoles containing large amounts of membranous structures at different stages of degrada-
tion (arrows). (B) Autophagy and autophagic flux were also evaluated by immunoblot analysis of LC3-ii levels in cell extracts, using β actin as a loading 
control. (C) Beclin 1 and Bcl-2 protein levels and mTOr activity were determined following immunoblot analysis using antibodies directed against 
Beclin 1, Bcl-2, phospho-p70s6 kinase, p70s6 kinase and β actin. (D) immunoblot analysis of LC3-ii and Beclin 1 proteins in HL60 cells incubated with 
ATrA for 3 or 4 d.
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Beclin 1 mutant with defective Bcl-2 binding, suggesting that 
the interaction of Beclin 1 and Bcl-2 may modulate apoptosis.33 
These results support the idea, that under some circumstances, 
the BH3-only domain of Beclin 1 may competitively disrupt the 
binding of pro-apoptotic proteins (e.g., Bad) to Bcl-2 or Bcl-X
L
, 
thus avoiding the induction of apoptosis. Paradoxically, the 
results of Ciechomska et al. showed that the binding of Beclin 1 
to Bcl-2 does not modify the Bcl-2-mediated protection against 
apoptotic stimuli that initiates endoplasmic reticulum or mito-
chondria death signaling pathways.35 Thus, Beclin 1-regulated 
Bcl-2 anti-apoptotic function occurs only in certain circum-
stances. Our findings open the question as to whether or not 
the accumulation of Beclin 1 during ATRA-induced neutrophil/
granulocyte differentiation of APL cells exerts an anti-apoptotic 
function by displacing the BH3-only pro-apoptotic proteins 
from their binding to Bcl-2 and Bcl-X
L
. Further studies are also 
required to elucidate the molecular mechanisms underlying 
anti-apoptotic role during the course of vitamin D3-induced dif-
ferentiation of the HL60 cell line,31 an in vitro model of myeloid 
leukemia cells. This supports the possibility that the prosurvival 
function of Beclin 1 in mature cells is not restricted to the APL 
cell model. Along this line, we showed that autophagy and Beclin 
1 were also upregulated by ATRA in the myeloid leukemia HL60 
cell line. Such upregulations were also observed during the mega-
karyocytic differentiation of the chronic myelogenous leukemia 
K562 cell line, supporting the idea that autophagy and differen-
tiation are interconnected processes.27
Interestingly, Wang et al. revealed that Beclin 1 exerts an 
anti-apoptotic effect by impeding the binding of the pro-apop-
totic protein Bad to Bcl-X
L
 during the differentiation of HL60 
cells induced by vitamin D3. Similarly, Vázquez and Colombo 
demonstrated that the anti-apoptotic effect that Coxiella bur-
netti (a gram negative bacterium) exerts in infected host cells 
is prevented by Beclin 1 depletion and by the expression of a 
Figure 2. Beclin 1 prolongs the life span of mature ApL cells. nB4 cells were transfected with control or BECN1-specific sirnAs and then treated with 
ATrA (1 μM) for the times indicated. (A) immunoblot analysis of Beclin 1 and LC3-ii in nB4 cells incubated with either ATrA for 3 d or nutrient-free (nf) 
medium for 3 h. (B) The percentage of cells carrying apoptotic nuclei was determined by Hoechst staining at the times indicated. (C) The mitochondri-
al transmembrane potential was assessed using TMrM, as described in Materials and Methods, in nB4 cells treated with ATrA for 4 d; M represents the 
population of cells with low TMrM staining. (D) The cleavage of caspase-3 was examined by protein gel blotting using an antibody against caspase-3 
in nB4 cells treated with ATrA for 3 d.
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APL cells. However, we cannot definitely rule out the role 
of Beclin 1 in these processes since extinction of Beclin 1 by 
siRNA was not complete in our experiments, and this may be 
insufficient to prevent autophagy and differentiation induced 
by ATRA. Conversely, our results (data not shown) and those 
recently published by two other groups,39,40 indicate that rapamy-
cin, an inhibitor of mTOR that activates autophagy, enhanced 
the differentiating-promoting effect of ATRA. Along these lines, 
recent studies have demonstrated that PML-RAR α, a hallmark 
oncoprotein of APL, is degraded by autophagy via a mechanism 
that involves ULK 1 (Unc-51-like kinase 1, an Atg1 homolog), a 
downstream target of mTOR. Moreover, a recent paper that was 
published while our paper was under review, has demonstrated 
the implication of p62/SQSTM1, a cargo receptor for the degra-
dation of ubiquitinated substrates by autophagy, in the clearance 
of PML-RARα.41 Whether the autophagic clearance of the PML-
RARα oncoprotein contributes to the anti-leukemogenic proper-
ties of ATRA in APL patients or not is a matter for investigation 
Beclin 1 upregulation by ATRA. Interestingly, recent reports 
have demonstrated that autophagy contributes to the activation 
of neutrophils36 and the induction of a neutrophil-specific cell 
death program called Neutrophil extracellular traps (NETs) cell 
death.37 In addition, autophagy is involved in a novel form of 
programmed necrosis that occurs in neutrophils exposed to the 
inflammatory cytokine, GM-CSF.38 Thus, the biological signifi-
cance of Beclin 1 functions in normal neutrophil life span under 
both physiological and inflammatory conditions deserves to be 
investigated. In fact, to the best of our knowledge there is no 
evidence in the literature showing that neutrophil function is 
abnormal in Atg-deficient mice.
We found that inhibiting the ATRA-mediated Beclin 1 
upregulation by a specific siRNA directed against BECN1 did 
not impair ATRA-induced autophagy or the differentiation of 
APL cells, whereas it did affect the viability of mature APL cells. 
These findings suggest that Beclin 1 had no crucial role in the 
induction of autophagy and differentiation in ATRA-treated 
Figure 3. effect of silencing BECN1 expression on granulocyte differentiation in ApL cells. (A–C) nB4 cells were transfected with control or BECN1-spe-
cific sirnAs, and then treated with ATrA (1 μM) for the times indicated. Granulocytic differentiation was assessed by: (A), measuring CD11c expression 
by fACs after 3 and 4 d of ATrA treatment; M is the percentage of cells expressing high levels of CD11c. (B) May-Grunwald Giemsa staining after 4 d of 
ATrA treatment; inset, the levels of Beclin 1 protein expression in ATrA-treated nB4 cells in the presence and absence of BECN1 sirnA are shown. (C) 
Quantification of anion superoxide production by using dihydroethidium (He) dye in nB4 cells treated with ATrA for 2 or 3 d. results are expressed as 
the ratio of the population of cells with high He staining in ATrA-treated cells to the population of cells with high He in control cells.
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proteins were transferred to a Hybond-C super nitrocellulose 
transfer membrane (Amersham Biosciences, RPN203G). Protein 
loading was assessed by Ponceau red staining of membranes. 
Blots were then incubated with primary antibodies using the 
manufacturer’s protocol followed by the appropriate horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibody. Immunostained pro-
teins were visualized on X-ray film using the enhanced chemilu-
minescence (ECL) detection system.
Cell differentiation. Neutrophil/granulocyte differentiation 
in the NB4 cells was determined by (i) morphological assess-
ment of cells stained with May-Grunwald Giemsa, (ii) analysis 
of changes in the expression of the CD11c cell surface marker 
and (iii) quantification of anion superoxide production by using 
dihydroethidium (HE) dye as previously described in references 
43 and 44.
Detection of apoptosis. Apoptosis was determined by 
(i) the quantification of apoptotic nuclei (i.e., condensed and 
fragmented apoptotic nuclei) following Hoechst 33258 stain-
ing; (ii) measuring the mitochondrial transmembrane poten-
tial (ΔΨm) by using TMRM dye. Briefly, cells were collected 
and loaded with 200 nM TMRM for 30 min at 37°C in Krebs 
Ringer Buffered Saline supplemented with 20 μM verapamil. 
Cells were then analyzed using a Facscalibur (Beckman Coulter) 
flow cytometer; (iii) the determination of caspase-3 activity by 
protein gel blotting analyses of the appearance of cleaved forms 
of caspase-3.
Statistical analysis. All experiments were repeated at least 
three times. Results are representative of three independent 
experiments and are expressed as means ± standard deviation. 
Student’s distribution probability density function was used for 
calculation of p values. p < 0.05 was considered statistically sig-
nificant. The software used was GraphPad PRISM.
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in further studies. The clinical significance of the prosurvival role 
of Beclin 1 in the outcome of APL patients treated with ATRA, 
in particular those who develop ATRA syndrome, deserves also 
further investigation.
Materials and Methods
Reagents. ATRA (R2625), Hoechst 33258 (14530) and E64d 
(516485) were purchased from Sigma. Rapamycin (553211) 
and pepstatin A methyl ester (516485) were obtained from 
Calbiochem. Dihydroethidium (D-11347) and tetramethylrho-
damine methylester (TMRM) (T-668) were purchased from 
Molecular Probes. Antibodies against the following proteins were 
used: phospho-p70S6 kinase (9204) and p70S6 kinase (9202), 
caspase-3 (9665) from Cell Signaling Technology, Inc., LC3 
(L7543) and β-actin (118K4846), from Sigma, CD11c (333145) 
and Beclin 1 (612113) from BD Bioscience. All cell culture media 
were purchased from Gibco-Invitrogen. Nonspecific control 
small interfering RNA (siRNA) or a specific siRNA that targets 
BECN1 were synthesized by Eurogentec, and have been previ-
ously validated and described in reference 42.
Cell culture conditions and the transfection of small inter-
fering RNAs. The acute promyelocytic leukemia-derived cell 
line, NB4, and the myeloid leukemia cell line, HL60, were grown 
at 37°C in 5% CO
2
 in an RPMI medium supplemented with 
2 mM L-glutamine and 10% decomplemented fetal calf serum. 
For transfection of siRNAs experiments, NB4 cells (5 x 106 cells 
in 0.5 ml of Opti-MEM medium) were mixed either with 0.5 
nmoles of a nonspecific control siRNA or a specific siRNA that 
targets BECN1 and electroporated with 260 V and 1,050 mF. 
They were then diluted at a density of 1 x 105 cells/ml and treated 
as described in the figure legends.
Electron microscopy. Cells were fixed for 1 h at 4°C in 1.6% 
glutaraldehyde in a 0.1 M Sörensen phosphate buffer (pH 7.3), 
washed and fixed again in aqueous 2% osmium tetroxide, dehy-
drated in ethanol, embedded in Epon, and processed for elec-
tron microscopy using a FEI Tecnai Spirit transmission electron 
microscope at 80 kV in ultrathin sections stained with uranyl 
acetate and lead citrate.
Protein gel blot analysis. Cell extracts were prepared in 
10 mM Tris, pH 7.4, 1% SDS, 1 mM sodium vanadate, treated 
with benzonase nuclease for 5 min at room temperature, and 
boiled for 3 min. Fractions (30–50 μg) of cellular extract pro-
teins were subjected to SDS-PAGE using a Tris/glycine buffer 
system based on the method of Laemmli. After electrophoresis, 
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Article I : 
L’acide rétinoïque induit une accumulation de la protéine BECLIN 1 au 
cours de la différenciation des cellules LAP par l’ATRA : un mécanisme 
impliqué dans le prolongement de la durée de vie des LAP matures. 
 
Introduction 
 La Leucémie Aiguë promyélocytaire (LAP) résulte d’un blocage de la différenciation 
granulocytaire au stade promyélocytaire. L’administration de doses pharmacologiques d’acide 
rétinoïque tout-trans (ATRA) lève cette répression de la différenciation et permet l’éradication des 
cellules souches leucémiques initiatrices de la leucémie. Cependant, à la suite de ce traitement, les 
patients peuvent faire une rechute et/ou développer une résistance au traitement parfois accompagnée 
d’une complication appelée « syndrome de différenciation » qui est due à une accumulation massive 
des cellules différenciées dans le sang. L’identification des processus impliqués dans la survie et la 
résistance au traitement des LAP permettrait d’améliorer l’efficacité du traitement et une meilleure 
prise en charge des patients atteints de LAP. 
L’autophagie est un mécanisme de dégradation vésiculaire conduisant à la dégradation de 
constituants cellulaires au niveau du lysosome. Au moment où mon travail de thèse a été initié, 
quelques données de la littérature évoquaient le rôle de l’autophagie dans le développement et la 
différenciation cellulaire. Ces données suggèraient l’implication de ce processus dans le remodelage 
cellulaire, processus important se déroulant au cours du développement et la différenciation. 
Puisqu’aucune étude n’avait était publiée sur l’implication de l’autophagie au cours du processus de 
différenciation des cellules leucémiques, il nous a semblé intéressant d’entamer ce projet sur le modèle 
de leucémie aiguë promyélocytaire. Ce modèle est adéquat puisqu’il présente le premier modèle de 
cancer pouvant être traité par induction de différenciation.  
 
L’objectif de cette étude était de mettre en évidence l’implication éventuelle de l’autophagie et 
de BECLIN 1 au cours de l’induction de la différenciation des cellules de LAP par l’ATRA. 





Résultats de l’article I  et résultats complémentaires 
Dans cette partie, j’ai majoritairement développé les résultats complémentaires de mon étude. Les 
résultats de l’article I sont détaillés de manière plus précise dans la publication. 
 
1. Caractérisation de la réponse autophagique lors de la différenciation granulocytaire des 
cellules NB4 par l’ATRA 
Afin de déterminer une éventuelle implication de l’autophagie dans les cellules NB4 lors du 
traitement par l’ATRA, nous avons évalué ce processus par différentes techniques : par microscopie 
électronique en observant l’accumulation d’autophagosomes dans la cellule et par immunoblot en 
analysant l’accumulation de la forme LC3-II qui est un marqueur du processus autophagique (Figure 1 
de l’article I). Par ces deux techniques, nous avons démontré que l’ATRA induit l’autophagie dans les 
cellules NB4. Par l’utilisation d’inhibiteurs d’enzymes lysosomales, nous avons démontré que le flux 
autophagique était actif. Afin de caractériser les voies d’induction de l’autophagie lors de la 
différenciation des cellules LAP par l’ATRA, nous nous sommes intéressés aux voies de régulation de 
l’autophagie (mTOR et BECLIN 1/PI3K de classe III). Nous avons observé que l’ATRA induit une 
accumulation de la protéine BECLIN 1 et une diminution de la protéine BCL-2 qui est un inhibiteur de 
la fonction autophagique de BECLIN 1 (Figure 1 de l’article I). L’ATRA induit également une 
diminution de la phosphorylation de p70 qui est l’une des cibles de mTOR, montrant ainsi une 
diminution de l’activité de mTOR. Ces résultats indiquent donc que l’ATRA module les voies de 
régulation de l’autophagie au cours de la différenciation des cellules LAP. Par ailleurs, afin d’élargir 
nos résultats à un autre modèle cellulaire de leucémie aiguë myéloïde (LAM), nous avons examiné les 
effets de l’ATRA dans les cellules HL-60 qui sont issues d’une lignée dérivée de patients atteints de 
LAM. L’ATRA induit une accumulation de LC3-II et de BECLIN 1 suggérant que ces réponses ne 
sont pas limitées à la LAP. 
  




 L’accumulation de BECLIN 1 au cours de la différenciation des cellules NB4 a été confirmée 
également par des expériences d’immunofluorescence en utilisation un anticorps spécifique dirigé 
contre cette protéine (résultats complémentaires, figure 27). Toutefois, il serait intéressant de 
déterminer la localisation sub-cellulaire précise de BECLIN 1 en marquant en parallèle les protéines 
spécifiques situées dans les différents compartiments cellulaires (Réticulum endoplasmique, 
mitochondrie, etc). 
 
Figure 27 : Une accumulation de 
la protéine BECLIN 1 est 
observée au cours de la 
différenciation des cellules de 
LAP par l’ATRA. 
Les cellules NB4 sont traitées 
pendant 5 jours avec l’ATRA 
(1µM). Les cellules sont ensuite 
immunomarquées avec un 
anticorps spécifique dirigé contre 
BECLIN 1 et examinées par 
immunofluorescence au 
microscope confocal. Les noyaux 




2. L’inhibition de la protéine mTOR par la rapamycine potentialise la différenciation des 
cellules NB4 traitées par l’ATRA 
Nous avons montré dans les expériences précédentes que l’ATRA inhibait l’activité de la protéine 
mTOR. Pour déterminer si cette répression de mTOR joue un rôle dans la différenciation de cellules 
NB4, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de mTOR, la rapamycine (résultats 
complémentaires). La différenciation des cellules a été évaluée soit en mesurant l’expression du 
marqueur de surface CD11c, une protéine exprimée lors de la différenciation granulocytaire des 
cellules NB4, et en examinant les changements morphologiques des cellules au cours de la 
différenciation après coloration des cellules par May-Grünwald Giemsa (MGG). 




Les résultats obtenus avec le marquage des cellules avec l’anticorps CD11c-PE (figure 28A) 
montrent que l’expression de CD11c est augmentée de façon plus importante dans les cellules NB4 
traitées par l’ATRA en comparaison avec des cellules non traitées, confirmant que l’ATRA induit bien 
la différenciation de ces cellules en granulocytes/neutrophiles. De façon intéressante, la figure 28A 
montre que la combinaison de l’ATRA avec la rapamycine potentialise de façon importante l’effet de 
l’ATRA seul. Il est à remarquer que la rapamycine seule a peu d’effet sur la différenciation des 
cellules. Ces résultats indiquent que la rapamycine augmente la différenciation des cellules NB4 
induite par l’ATRA.  
Pour valider ces résultats nous avons également examiné le changement morphologique des 
cellules par le test MGG. Comme on peut l’observer dans la figure 28B, les cellules immatures (non 
traitées par l’ATRA) présentent des noyaux qui occupent tout le cytoplasme. Après traitement par 
l’ATRA, on observe la présence de cellules présentant des noyaux plurilobés, indiquant que ces 
cellules sont différenciées en granulocytes/neutrophiles. De façon intéressante, l’association de la 
rapamycine avec l’ATRA augmente de façon significative le nombre de cellules présentant des noyaux 
polylobés. Ces résultats suggèrent une fois de plus que la rapamycine potentialise l’effet de l’ATRA 
dans la différenciation des cellules NB4.  
 
Figure 28 : La rapamycine potentialise les effets de l’ATRA sur la différenciation granulocytaire 
des cellules LAP. 
(A et B) Les cellules sont prétraitées avec de la rapamycine à 40nM, 1h avant le traitement par 
l’ATRA à 1µM. La différenciation granulocytaire est évaluée après 3 jours de traitement par : (A) 
mesure du marqueur de surface CD11c par FACS; M représente le pourcentage de cellules exprimant 
un fort taux de CD11c. (B) Caractérisation des changements morphologiques après Coloration May-
Grunwald Giemsa. 




3. Rôle de BECLIN 1 dans la survie et la différenciation des cellules LAP traitées par ATRA 
 Dans le but de déterminer l’implication de BECLIN 1 dans ces différents processus, nous 
avons utilisé l’approche ARN interférent pour éteindre l’expression de BECLIN 1. Les résultats 
obtenus montrent que l’extinction de BECLIN 1 diminue l’autophagie basale mais pas celle induite 
par l’ATRA, suggérant que BECLIN 1 n’est pas impliquée dans l’autophagie induite par l’ATRA 
(figure 2 de l’article I). Par ailleurs, l’invalidation de l’expression de BECLIN 1 potentialise 
l’apoptose déclenchée par l’ATRA en montrant  que BECLIN1 est impliquée dans la survie des 
cellules de LAP matures. En revanche, l’induction de la différenciation par l’ATRA n’est pas 
significativement différente entre les cellules invalidées pour l’expression de BECLIN 1 et les cellules 
contrôle (exprimant le siARN contrôle) (figure 3 de l’article I). Ce résultat suggère que BECLIN 1 ne 
joue pas un rôle critique dans le processus de différenciation des cellules NB4 induite par l’ATRA. 
Puisque l’extinction de BECLIN 1 n’était pas totale dans les expériences précédentes, nous avons 
envisagé d’améliorer cette extinction en utilisant une approche lentivirale permettant l’expression d’un 
shARN dirigé contre BECLIN 1 (résultats complémentaires figure 29). Nous avons ensuite examiné 
l’effet de cette extinction sur la mort cellulaire en mesurant la chute de potentiel transmembranaire 
mitochondrial (Δψ), un événement clé de l’apoptose. Les résultats obtenus montrent que l’expression 
des shARN dirigés contre BECLIN 1 augmente l’apoptose induite par l’ATRA en comparaison aux 
cellules exprimant des shARN contrôles (figure 29B). Ce résultat confirme ceux obtenus avec les 
siARN montrant une fois de plus que BECLIN 1 joue un rôle dans la survie des cellules de LAP 
matures.  
Nous avons également évalué l’effet des shARN BECLIN 1 sur le processus de différenciation des 
cellules LAP, en examinant deux marqueurs de différenciation granulocytaire qui sont l’induction de 
l’expression du CD11c et l’augmentation du taux de production des ROS. La figure 29C montre que la 
présence (shARN contrôle) ou l’absence de BECLIN 1 (shARN BECLIN1) dans les cellules de LAP 
ne modifie pas significativement l’induction de marqueur de surface CD11c par l’ATRA. De même, 
l’extinction de BECLIN 1 n’empêche pas l’accumulation d’anions superoxyde observée au cours de la 
différenciation des cellules NB4 (évaluée par cytométrie en flux en utilisant la sonde HE 
(diHydroéthidine)), confirmant une fois de plus que BECLIN 1 ne joue pas un rôle primordial dans la 




différenciation par l’ATRA. Ainsi l’inhibition de l’expression de BECLIN 1 par deux approches 
différentes (ARN interférant et lentivirus) a permis de mettre en évidence le rôle essentiel de BECLIN 
1 dans la survie des cellules de LAP matures. 
 
Figure 29 : Effet de l’extinction de BECLIN 1 par shARN sur la différenciation et la survie des 
cellules de LAP induites par l’ATRA. 
 Nous avons généré des cellules NB4 exprimant de façon stable un shARN dirigé contre BECLIN 1 ou 
un shARN contrôle. (A) Les expressions de BECLIN 1 et de l’actine sont quantifiées par immunoblot 
après immunomarquage avec des anticorps spécifiques dirigés contre BECLIN 1 et la β-actine (B, C 
et D). Les cellules sont traitées avec de l’ATRA à 1µM pendant 5 jours puis récoltées. (B) Elles sont 
ensuite marquées avec la sonde TMRM pour évaluer la chute du potentiel transmembranaire des 
mitochondries. La population cellulaire ayant une faible intensité de TMRM représente les cellules 
apoptotiques. (C) Les cellules sont marquées avec un anticorps dirigé contre le marqueur de surface 
CD11c couplé à la phycoérythrine. Le pourcentage de cellules différenciées est évalué en cytométrie 
en flux et correspond aux cellules positives pour le CD11c. (D) Afin d’évaluer la quantité 
intracellulaire d’anion superoxyde, les cellules sont marquées avec la sonde HE. Le pourcentage de 
cellules différenciées est évalué en cytométrie en flux et correspond aux cellules positives pour le HE. 
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The p62/SQSTM1 adaptor protein plays an important role in the regulation of several key signaling 
pathways and helps transport of ubiquitinated proteins to the autophagy and proteasome pathways for 
degradation.  We previously showed that autophagy is activated during granulocyte differentiation of 
Acute Myeloid Leukemia (AML) cell lines. Here, we investigated the regulation and roles of 
p62/SQSTM1 during myeloid cell maturation into neutrophils/granulocytes. Levels of p62/SQSTM1 
protein and mRNA were both strongly increased in response to all-trans-retinoic acid (ATRA)-induced 
maturation of AML cells (ATRA) through a mechanism dependent on NF-κB activation. This response 
constitutes a survival signal that prolongs the life span of mature AML cells and mitigates the 
accumulation of aggregated proteins that occurs during neutrophil/granulocyte differentiation. 
Interestingly, p62/SQSTM1 mRNA level was also enhanced during in vitro differentiation of primary 
CD34+ progenitor cells into granulocytes. Moreover, ATRA-induced p62/SQSTM1 upregulation was 
impaired in maturation resistant NB4 cells but is re-activated when differentiation was restored in 
these cells.  Accordingly, primary blast cells of AML patients exhibited significantly lower p62/SQSTM1 
mRNA levels than did granulocytes from healthy donors. Our results shed light on the novel molecular 
links among p62/SQSTM1, NF-κB and myeloid cell maturation and provide evidence for the essential 





p62 or sequestosome 1 (p62/SQSTM1) is a scaffold protein, implicated in a variety of biological 
processes including those that control cell death, inflammation, and metabolism.1, 2 Through its multi-
domain structure, p62/SQSTM1 interacts specifically with key signaling proteins including atypical 
PKC family members, NF-κB and mTOR to control cellular responses.3-7 p62/SQSTM1 functions also 
as a key mediator of autophagy. Through its interaction with LC3, an essential protein involved in 
autophagy, p62/SQSTM1 selectively directs ubiquitinated substrates to autophagosomes leading to 
their subsequent degradation in lysosomes.8, 9 At the molecular level, p62/SQSTM1 acts as a pro-
tumoral molecule by ensuring efficient and selective activation of cell signaling axes involved in cell 
survival, proliferation, and metabolism (i.e., NF-κB, mTOR, and Nrf-2 pathways).3,5-7,10-13 p62/SQSTM1 
can also signal anti-tumoral responses either by inactivating the pro-oncogenic signaling through 
BCR-ABL14 and Wnt pathways15, 16 or by inducing the activation of caspase 8, a pro-death protein.17, 18  
Interestingly, in response to stress, autophagy promotes the degradation of p62, thus limits the 
activation of p62-regulatory pathways that control tumorigenesis.10 In addition, p62/SQSTM1 controls 
pathways that modulate differentiation of normal and cancerous cells.  For example, p62/SQSTM1 has 
been shown to antagonize basal ERK activity and adipocyte differentiation.19In contrast, p62/SQSTM1 
favors differentiation of osteoclasts20, osteoblasts21, neurons22, megakaryocytes23 and macrophages.24 
The role and regulation of p62/SQSTM1 during leukemia cell differentiation has been poorly 
documented. Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological disease characterized by multiple 
deregulated pathways resulting in a blockade of myeloid precursors at different stages of 
maturation.25, 26 Acute promyelocyte leukemia (APL) is the M3 type of AML characterized by an arrest 
of the terminal differentiation of promyelocytes into granulocytes and frequently associated with the 
expression of the oncogenic PML-RAR alpha fusion gene.27, 28 All-trans retinoic acid (ATRA), a potent 
activator of cellular growth arrest, differentiation and death of APL cells, has been shown to effectively 
promote complete clinical remission of APL when combined with chemotherapy.29-31 Despite the 
success of this treatment, some APL patients relapse due to the development of resistance to ATRA 
in leukemia cells.32-34 Our previous results revealed that autophagy flux is activated during granulocyte 
differentiation of myeloid leukemia cell lines induced by ATRA.35 In the present study, we made the 
surprising observation that p62/SQSTM1, an autophagic substrate, is upregulated at both protein and 
mRNA levels during this differentiation process. Here, we investigated the regulation and the function 




p62/SQSTM1 is upregulated during the granulocyte differentiation of myeloid leukemia 
cell lines. To address whether p62/SQSTM1 plays a role during the maturation of myeloid leukemia 
cells, we first examined how its expression is modulated during ATRA-induced granulocyte 
differentiation of the NB4 cell line, a model of APL 36.  As shown in Figure 1A, ATRA promotes 
upregulation of p62/SQSTM1 protein in NB4 cells that is associated with an increased in the level of 
LC3-II, a well-known marker of autophagosomes. Accumulation of p62/SQSTM1 protein was also 
observed during ATRA-induced differentiation of the HL60 cells, an in vitro model of myeloid leukemia, 
supporting the hypothesis that the effect of ATRA on p62/SQSTM1 expression is not restricted to the 
NB4 promyelocytic leukemia cells (Figure 1B). The accumulation of p62/SQSTM1 in NB4 cells is not 
due to a defect in its clearance by lysosomal or proteasomal pathways since levels were enhanced 
when the lysosomal proteases or proteasome activities were inhibited after treatment with E64d and 
Pepstatin A or MG132, respectively (Figure 1C). Immunofluorescence analysis confirmed the 
accumulation of p62/SQSTM1 and suggests that most p62/SQSTM1 proteins co-localize with LC3 
upon ATRA treatment of APL cells (Figure 1D). The addition of Bafilomycin A1, an inhibitor of vacuolar 
proton ATPase, enhanced both the accumulation of p62/SQSTM1 and LC3 induced by ATRA (Figure 
1D), confirming once again our previous data showing that autophagy is functionally 





Figure 1: p62/SQSTM1 protein accumulates during ATRA-induced terminal differentiation of myeloid leukemia 
cell lines. (A), The NB4 APL-derived cells were treated with 1 µM ATRA for the times indicated and then 
subjected to cell lysis. The p62/SQSTM1 and LC3-II protein levels were assessed following immunoblot analysis 
using antibodies directed against p62/SQSTM1 and LC3. GAPDH was used as a control. (B) Immunoblot 
analysis of p62/SQSTM1 and LC3-II proteins in the AML-derived cell line, HL60, treated with 1 µM ATRA for 3 
and 4 days. (C) The NB4 APL-derived cells were treated with 1 µM ATRA for 3 days in the presence and 
absence of either E64d (10 µg/ml) and methyl ester pepstatin (1 µg/ml) or MG132 (100nM).  The p62/SQSTMI 
protein levels were assessed following immunoblot analysis using antibodies directed against p62/SQSTM1. (D) 
NB4 cells were treated with ATRA (1 µM, for 2 days) in the presence and absence of 200nM Bafilomycin A1 for 
2h before immunostaining with p62/SQSTM1 and LC3 antibodies and examined by fluorescence 
microscopy.Nuclei were counterstained with DAPI (blue). The orange overlay shows the co-localization of 
p62/SQSTM1 and LC3 proteins. Zoomed images are shown in right panel. 
 
ATRA induces p62/SQSTM1 upregulation in differentiation-sensitive NB4 cells but not in 
differentiation-resistant NB4-LR1 cells. To investigate whether the ATRA-induced accumulation of 
p62/SQSTM1 protein is the result of the increased levels of the p62/SQSTM1 mRNA, we next 
examined mRNA levels by performing RT-qPCR. As shown in Figure 2A, p62/SQSTM1 mRNA levels 
were enhanced during ATRA-induced maturation of NB4 cells (left panel). Interestingly, p62/SQSTM1 
mRNA levels were also upregulated upon in vitro granulocytic differentiation of primary 
CD34+progenitors cells (right panel). To address a causal relationship between 
p62/SQSTM1expression and the differentiation process, we next measured the expression of 
p62/SQSTM1 protein and the level of mRNA in ATRA-treated NB4-LR1 cells, which are resistant to 





Figure 2: ATRA-induced upregulation of p62/SQSTM1 mRNA occurs in NB4 maturation-sensitive cells but not in 
NB4-LR1 maturation-resistant cells.  (A) NB4 cells (left panel) and primary CD34 + progenitors cells (right panel) 
were treated with 1 µM ATRA and 10 ng/ml (hrG-CSF) for the indicated times, respectively. The p62/SQSTM1 
mRNA levels were assessed, after RNA extraction, by RT-qPCR as described in 57. The relative expression of 
p62/SQSTM1 mRNA transcripts to the housekeeping genes, CPB (for left panel) or HMBS (for right panel) was 
calculated as 2-∆∆CT. For each cDNA, results were expressed as fold changes compared to untreated cells. (B) 
NB4-LR1 cells, which are resistant to maturation by ATRA, were treated with 1 µM ATRA and 100 µM 8-CPT-
cAMP alone or in combination for 4 days and the expression of both p62/SQSTM1 mRNA and protein were 
evaluated. ***P< 0.001versus untreated cells. 
 
 
of p62/SQSTM1 protein and mRNA in NB4 cells (Figure 2A and 2B) that underwent granulocytic 
differentiation upon ATRA treatment (supplementary figure 1). In contrast, no modification of 
p62/SQSTM1 at the protein and mRNA levels was observed in ATRA-maturation resistant NB4-LR1 
cells (Figure 2B and supplementary figure 1). Interestingly, when differentiation was re-established in 
NB4-LR1 cells by a combination of ATRA and 8-(4-chlorophenylthio), 5’-cyclic adenosine 
monophosphate (8-CPT-AMPc) treatment38, the upregulation of p62/SQSTM1 at both protein and 
mRNA levels was restored (Figure 2B and supplementary figure 1). Altogether, these results indicate 
that p62/SQSTM1 expression and ATRA-induced differentiation are interconnected processes
.  
NF-κB is required for p62/SQSTM1 upregulation during granulocyte differentiation of APL cells. 
To gain insight into mechanisms underlying p62/SQSTM1 upregulation, we analysed the region of the 
p62/SQSTM1 gene, extending into the flanking genes, for transcription factors binding sites (ENCODE 
data) 39.  This analysis revealed the existence of several NF-κB binding sites tested by ChIP assay in 
the proximal promoter region of p62/SQSTM1 (supplementary figure 2A). Moreover, the Transfac 
position weight matrix revealed the presence of robust HMR (Human, Mouse, Rabbit) consensus 
sequence for the NF-κB within this region (supplementary figure 2B).  This analysis, together, with the 
previous data indicating the activation of NF-κB during ATRA-induced maturation of APL cells 40, 
prompted us to determine whether NF-κB is responsible for ATRA-induced p62/SQSTM1 






Figure 3: ATRA-induced p62/SQSTM1 upregulation is defective in NB4 cells that overexpress the IκBα (A32/36) 
mutant, a repressor of NF-κB activity. NB4 cells were transduced with the control lentivirus vector (NB4 control 
cells) or the lentivirus vector encoding for the IκBα (A32/36) mutant (NB4 MAD cells) and then were incubated 
for 3 days with 1 µM ATRA. A, The levels of p62/SQSTM1 protein in control and NB4 MAD cells were assessed 
following immunoblot analysis using antibody directed against p62/SQSTM1. Levels of the wild-type (wt) IκBα 
and mutant IκBα (A32/36) proteins were also determined. GAPDH was used as a control. B,The expression 
ofp62/SQSTM1 mRNA levels was evaluated in NB4 control and NB4 MAD cells. ***P< 0.001 
 
(A32/36) mutant, a super repressor form of IκBα  that confers inhibition of NF-κB activity 41. As shown  
in Figure 3A, ATRA induced p62/SQSTM1 protein upregulation only in NF-κB competent cells (NB4 
κcontrol) but not in NB4 MAD cells. Similarly, p62/SQSTM1 mRNA levels were significantly lower in 
NB4 MAD cells compared to NB4 control cells after treatment with ATRA (Figure 3B). These results 
indicate a strong dependency on NF-κB for regulation of p62/SQSTM1 expression in ATRA-induced 
granulocytic differentiation of NB4 cells.  
 
Functional role of p62/SQSTM1 during granulocyte differentiation of NB4 cells. Given the 
association between p62/SQSTM1 upregulation and ATRA-induced-differentiation of APL cells, we 
next investigated the function of p62/SQSTM1 in APL cells maturation. To this end, we evaluated 
differentiation and cell death upon ATRA treatment of APL cells using two different DNA sequences 
encoding shRNA against p62/SQSTM1. The downregulation of both the basal and ATRA-induced 
upregulated level of p62/SQSTM1 was verified (Figure 4A). The inhibition of p62/SQSTM1 expression 
did not significantly change the differentiation induced by ATRA as determined by the measurement of 
CD11c expression on the surface of NB4 cells (Figure 4B), the NBT reduction assay (Figure 4C) or 
nuclei morphological changes (Figure 4D).  These results indicate that ATRA-induced p62/SQSTM1 
upregulation is dispensable for neutrophil/granulocyte maturation of APL NB4 cells. 
Figure 5 shows that treatment of NB4 cells with ATRA triggered a moderate amount of cell death as 
evidenced by the appearance of cleaved forms of caspase-3 and caspase-8 (Figure 5A), the loss of 
mitochondrial transmembrane potential (Figure 5B) and the increase in the cell plasma membrane 
permeability (Figure 5C). Interestingly, these features of cell death are all markedly enhanced when 
p62/SQSTM1 expression was downregulated (Figure 5). These results clearly indicate that the 
upregulation of p62/SQSTM1 that occurs during terminal differentiation of APL cells is an essential 






Figure 4: Effect of shRNA-mediated inhibition of p62/SQSTM1 on ATRA-induced neutrophil/granulocyte 
differentiation of APL cells.  NB4 cells expressing either control shRNA or shRNAs that target the p62/SQSTM1 
gene (p62≠1 shRNA or p62≠2 shRNA) were treated with 1 µM ATRA for 4 days. (A) The p62/SQSTM1 and 
GAPDH protein levels were assessed following immunoblot analysis using antibodies directed against 
p62/SQSTM1 and GAPDH. (B-D)  Granulocyte differentiation was assessed by measuring (B) CD11c 
expression by FACS (M is the percentage of cells expressing high levels of CD11c), (C) NBT reduction ability 
assay and (D) May-Grunwald Giemsa staining.  **P< 0.01; ***P< 0.001 versus untreated cells. 
 
 
p62/SQSTM1 regulates the levels of ubiquitinated-protein aggregates that accumulate during 
terminal differentiation of APL cells. Because p62/SQSTM1 is known to interact with ubiquitinated 
proteins 42-45, we next examined whether the increase in p62/SQSTM1 protein levels by ATRA 
treatment of APL NB4 cells was associated with an accumulation of poly-ubiquitinated proteins. We 
used western blotting to assess the distribution of poly-ubiquitinated proteins into the Triton X-100-
soluble and -insoluble fractions prepared from NB4 extracts. As shown in Figure 6A, ATRA treatment  
of NB4 cells promoted the accumulation of poly-ubiquitinated proteins predominantly in Triton X100-
insoluble fraction, indicating that ubiquitinated-protein aggregates are formed during ATRA-induced 
granulocytic differentiation of NB4 cells.  This response was enhanced when autophagy flux was 
inhibited by Bafilomycin A1 (Figure 6A) supporting the idea that autophagy is responsible, at least in 
part, for the clearance of such proteins.  By using a fluorescence-based assay for the detection of 
aggregated proteins, we confirmed the abundance of aggregated proteins during ATRA-induced 
differentiation of NB4 cells as well as in NB4 cells treated with MG132, an inducer of aggresomes 




Figure 5: Effect of shRNA-mediated inhibition of p62/SQSTM1 expression on cell death induced by ATRA. NB4 
cells were transduced with control shRNA or shRNAs that target p62/SQSTM1 gene (p62≠1 shRNA and p62≠2 
shRNA) and then treated with 1 µM ATRA for 4 days. (A-C) Cell death features were characterized by (A) 
evaluation of the appearance of the cleaved forms of caspase 3 and caspase 8 by immunoblot assay, (B) 
measurement of the loss of mitochondrial transmembrane potential by TMRM staining  (M represents the 
population of cells with low TMRM staining) and (C) assessment of the cell plasma membrane permeability by 
propidium iodide staining. **P< 0.01; ***P< 0.001 
 
 
induced an accumulation of ubiquitinated-protein aggregates in NB4 cells as evidenced by western 
blotting analysis (Figure 6C) and a fluorescence-based assay (Figure 6D). Altogether, these results 
support the idea that p62/SQSTM1 and autophagy cooperate together for controlling the levels of 
aggregated proteins that accumulate during the maturation of APL cells.  
 
p62/SQSTM1 mRNA expression is repressed in AML patient samples. To support our finding that 
the expression p62/SQSTM1 is enhanced during granulocytic maturation of AML cell lines, we further 
investigated whether the p62/SQSTM1 mRNA levels are repressed in primary blast cells from AML  
patients that are blocked in their maturation at the myeloid stage.  We examined the p62/SQSTM1 
mRNA levels by quantitative RT-PCR in 98 primary AML patient samples (FAB M0-M4), in 14 
granulocytes preparations from healthy donors, and in three samples of CD34+ progenitors cells.  




Figure 6:  p62/SQSTM1 regulated the level of ubiquitinated protein aggregates during terminal differentiation of 
APL cells. (A), Triton X-100 -soluble and -insoluble protein fractions of NB4 cells treated with 1µM ATRA for 
times indicated in the presence and absence of 100nM Bafilomycin A1. Samples were separated by SDS-PAGE 
and immunoblots were analysed with antibodies against polyubiquitin. B, The abundance of aggregated proteins 
was measured by flow cytometry analysis using the ProteoStat Aggresome detection kit in NB4 cells treated with 
either ATRA (1 µM, for 6 days) or MG132 (5 µM, for 8 hours), an inducer of aggresomes. The results were 
presented as histogram overlays. C and D, NB4 cells were transduced with control shRNA, p62#1shRNA or 
shRNAp62#2 and treated with 1µM ATRA for 4 days. The levels of ubiquitinated protein aggregates were 
assessed by immunoblot analysis. (C) The abundance of aggregated proteins was determined by the Proteostat 
aggresome detection kit (D). The results were scored as the ratio of aggresomes (median fluorescence signal) of 
ATRA-treated cells to that in untreated cells. *P< 0.05; ***P< 0.001 
 
 
from healthy donors and in the CD34+ progenitor cell samples. However, as shown in Figure 7, 
p62/SQSTM1 mRNA levels were significantly lower in AML patient samples irrespective of their  
genetic abnormality types and their karyotypes and in CD34+ progenitor cells than in granulocytes 
from healthy donors. Together, these results clearly show that the p62/SQSTM1 mRNA levels are 
downregulated in both AML patient samples and primary CD34+ progenitors, which have an immature 
myeloid phenotype, compared to normal granulocytes. This underscores the tight association between 










Figure 7: p62/SQSTM1 mRNA expression is repressed 
in both primary AML patient samples and CD34+ 
progenitors cells. p62/SQSTM1 mRNA levels were 
quantified by RT-qPCR in primary CD34+ progenitor 
cells, in granulocytes from healthy donors and in clinical 
AML patient samples as previously described 54.  Values 
are the differences in CT values between p62/SQSTM1 
mRNA and the levels of the housekeeping gene HMBS 












The cell survival function of p62/SQSTM1 has been shown in various cellular contexts but little 
is known about the role of this protein in cell viability during differentiation processes.1, 46, 47 We 
established here that p62/SQSTM1 operates as a cell survival signal for AML cells that undergo 
granulocyte differentiation.  Furthermore, we showed that p62/SQSTM1 mitigates the accumulation of 
aggregated proteins during ATRA-induced differentiation of APL cells which presumably favors the 
survival of mature APL cells. This finding is in accord with several lines of evidence showing that 
p62/SQSTM1 alleviates the cytotoxic effects of aggregated proteins by inducing their degradation.42-46  
Whether p62/SQSTM1 is involved in the degradation of a bulk aggregate-prone proteins degradation 
system or allows the clearance of specific proteins remains an open question. Along this line, 
autophagy has been shown to contribute to the degradation of PML-RARα, a leukemogenic protein,  
through a mechanism that involved the binding of p62/SQSTM1 to PML-RARα 48, 49. Yet, how PML-
RARα is recognized and directed to autophagosome by p62/SQSTM1 is not elucidated. Interestingly, 
PML-RARα is, in turn, involved in the activation of constitutive autophagy activity implying a mutual 
regulation between PML-RARα and autophagy pathways 50. Of note, our findings differ from those 
reported by Wang et al. who showed that p62/SQSTM1 is downregulated during ATRA treatment of 
AML cells and contributes to their differentiation 49. This discrepancy may be explained by use of 
different methods for protein extraction and evaluation of cell differentiation in the two papers. 
Moreover, given that p62/SQSTM1 can also trigger cell death signaling pathways 1, 6, 17, 51, it would be 
relevant to decipher the molecular mechanims that determine the pro-survival function of 
p62/SQSTM1 rather than its ability to promote cell death pathways in the context of myeloid cell 
differentiation.  
  
 In the present study, we identified NF-κB as an important mediator for p62/SQSTM1 
upregulation during granulocyte differentiation of AML cells.  Interestingly, the activity of this 
trancription factor is, in turn, regulated by p62/SQSTM1 1, 3, 4, 47. This suggests that NF-κB-mediated 
p62/SQSTM1 may represent a feed-forward signal for prolongation NF-κB activity and thus cell 
survival during granulocytic maturation. In line with this assumption, Ling et al. showed that the NF-B 
pathway is activated by Kras(G12D) in pancreatic ductal adenocarcinoma through p62/SQSTM1 and 
IL-1 alpha feed-forward loops 52.  Moreover, our results corroborate a recent study that showed that 
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miR-17, -20, -93, and -106 which target p62/SQSTM1, are expressed at higher levels in mouse and 
human hematopoietic blast cells than in mature myeloid cells 53. Other transcriptional factors and 
miRNAs may also impact p62/SQSTM1 expression.  
 In agreement with our findings showing an increased in p62/SQSTM1 protein and mRNA levels 
in AML cells treated by ATRA, we found an upregulation of p62/SQSTM1 upon in in vitro granulocytic 
differentiation of primary CD34+ progenitors cells.  p62/SQSTM1 upregulation was also shown during 
maturation of myeloid cells into erythrocytes (data not shown) and megakaryocytes 23.  Taken 
together, these results support the idea that p62/SQSTM1 upregulation may represent a general 
physiological response that occurs during terminal differentiation of myeloid cells towards a specific 
cell lineage.  
 In summary, our data demonstrated that the p62/SQSTM1 mRNA levels are downregulated in 
cells that harbors an immature myeloid phenotype (i.e. AML cell lines, primary CD34+ progenitors cells 
and primary blasts from AML patients) as compared to terminally differentiated cells.  Moreover, our 
finding revealed that NF-κB-mediated p62/SQSTM1 upregulation plays a critical role in the viability of 
AML cells that undergo granulocytic differentiation. Additional studies are needed to establish the 
physiological and physiopathological significance of the pro-survival function of p62/SQSTM1 in 
neutrophil/granulocyte development and in the outcome of AML patients treated by ATRA 
 
Materials and methods 
 
Reagents ATRA (#R2625), E64d (#516485), Bafilomycin A1, Triton X-100 (#T8532), 8-(4-
chlorophenylthio) 5’-cyclic adenosine monophosphate (8-CPT-cAMP) (#C3912), MG132 (#M7449), p-
nitro-blue tetrazolium chloride (NBT) (p-nitro-blue tetrazolium chloride (#298-83-9), and Puromycin 
(#P8833) were purchased from Sigma-Aldrich. Pepstatin A methyl ester (#516485) was obtained from 
Calbiochem. Tetramethylrhodamine methylester (TMRM) (#T-668) and propidium Iodide (# P3566) 
were purchased from Molecular Probes. Antibodies against the following proteins were used: 
p62/SQSTM1 (#610832) BD transduction laboratories; Caspase 3 (#9665), Cell Signaling Technology; 
Caspase 8 (# 21115), Upstate Biotechnology; LC3 (#L7543), Sigma-Aldrich; Ubiquitin (#sc-8017), 
GAPDH (#sc-51907) and IkBα(#sc-847) Santa Cruz Biotechnology; CD11c (#333145) R&D Systems. 
The ProteoStat Aggresome detection kit (ENZ-51035-K100) was purchased from Enzo life sciences. 
The RNeasy Plus Mini kit (#74134) was obtained from Qiagen. The SuperscriptIII reverse 
transcriptase (#10432292), the pDONR201 plasmid (#430234) and cell culture media were purchased 
from Life technologies-Invitrogen.   
Cell culture conditions The acute promyelocytic leukemia-derived cell lines, NB4 (maturation-
sensitive) and NB4-LR1 (maturation-resistant) carrying the reciprocal chromosomal translocation 
t(15:17) were obtained from Dr. M. Lanotte 36, 37. The myeloid leukemia cell line HL60 was purchased 
from the ATCC. All cells were cultivated in a RPMI 1640 medium supplemented with 2 mM L-
glutamine, 50 units/ml penicillin, 50 g/ml streptomycin, and 10% decomplemented fetal calf serum. 
Cells were grown in a humidified incubator at 37°C with 5% CO2 and 95% air.  
Isolation of primary AML blast cells, CD34+ progenitors, and granulocytes A cohort of 98 
samples from patients with a diagnosis of primary AML (FAB M0-M4) were enrolled on HOVON/SAKK 
(Dutch-Belgian Hematology-Oncology/Swiss Group for Clinical Cancer Research Cooperative group) 
protocols -04, -04A, -29, and -42 (available at www.hovon.nl) between 1987 and 2006 54.  Isolation of 
primary cells and in vitro differentiation of CD34+ progenitor cells was done as described earlier 55. The 
details of patients examined in the study are indicated in supplementary table.  
Immunofluorescence study Cells were fixed and permeabilized with ice-cold Methanol at -
20°C for 4 minutes before incubation with the primary antibody diluted in blocking solution 
(PBS/1%BSA). Cells were washed with PBS supplemented with 0.1% Tween 20 before incubation 
with the secondary antibody. Cells were mounted on slides with mounting medium containing DAPI to 
counterstain nuclei. Immunofluorescence and confocal microscopy were performed with a 60x 
objective using an Olympus iX80 Microscope.  
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Lentivirus construction, preparation and cell transduction The IκBα (A32/A36: serine-to-
alanine mutations at residues 32 and 36) vector encoding a super repressor form of IκBα was 
previously described 41 and was kindly provided from Dr. N. Faumont (CNRS-6101, Limoges, France). 
The MAD lentivirus vector was constructed by using Gateway technology after cloning into 
pDONR201 plasmid. The MAD cDNA was subsequently transferred by LR recombination into a 
Gateway adapted vector pER-60 plasmid that contains the human phosphoglycerate kinase (PGK) 
promoter, a Gateway attR cassette, the mouse PGK promoter, and the puromycin acetyltransferase 
gene cloned into pRRLhPGK.GFP.SIN to give the MAD lentivirus vector 56. pER-60 was self-ligated to 
give the control lentivirus vector.  The shRNA lentivirus transduction approach was used to silence the 
p62/SQSTM1 expression gene. Three pLKO1 lentiviral vectors expressing DNA sequences encoding 
shRNA p62#0shRNA (TRCN0000007234), p62#1shRNA (TRCN0000007235), and p62#2shRNA 
(TRCN0000007236) were purchased from Open Biosystems. The pXS68 non-targeting shRNA was 
used as lentivirus cell transduction control. Lentiviruses were produced by calcium phosphate 
transfection of HEK 293T cells 56. Virus-containing supernatants were collected 48 hours after 
transfection, concentrated by centrifugal filters Amicon Ultra 50K (Millipore). The titer of each lentiviral 
batch was determined on NB4 cells. At 48 hours after infection, transduced cells were selected by 
treatment with puromycin (2.5 µg/ml) for 3 days.   
Isolation of RNA and real-time quantitative PCR Total RNA extraction and cDNA generation 
were performed as previously described 57. The sequences of forward and reverse oligonucleotide 
primers, specific to the chosen candidate and housekeeping genes, were designed using Primer3 
software: http://primer3.sourceforge.net/. PCR primers used for amplification of p62/SQSTM1 were 
(forward) TAC-GAC-TTG-TGT-AGC-GTC-TGC and (reverse) GTG-TCC-GTG-TTT-CAC-CTT-CC and 
the primers used to amplify the housekeeping gene cyclophilin B (CPB) were (forward) ACT-TCA-
CCA-GGG-GAG-ATG-G and (reverse) AGC-CGT-TGG-TGT-CTT-TGC). Real-time quantitative PCR 
(RT-qPCR) was performed in a LightCycler® (Roche) thermal cycler as previously described 57.  
Threshold Ct values, which correlate inversely with the target mRNA levels, were calculated for each 
cDNA. The p62/SQSTM1 mRNA values were normalized to the expression level of the housekeeping 
gene, CPB. Results were expressed as n-fold variations of p62/SQSTM1 mRNA expression compared 
to untreated cells by using the 2-∆∆CT method of relative gene expression quantification 58. All 
experiments were performed in triplicate. Patient data represent values normalized to the expression 
levels of the housekeeping genes HMBS (hydroxymethylbilane synthase) and ABL1 (Abelson murine 
leukemia viral oncogene homolog1).  
Preparation of whole cell extracts and Triton X100 -soluble and -insoluble protein 
fractions Unless otherwise stated, whole-cell extracts were prepared from 3 to 5 X 106 cells subjected 
to lysis in 10mM Tris, pH 7.4, 1% SDS, 1 mM sodium vanadate 57. For some experiments, Triton 
X100-soluble and -insoluble protein fractionations were prepared following cell lysis in 20 mM NaCl, 
20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100 and protease cocktail, for 30 
minutes at 4°C. Then, cell extracts were centrifuged for 15 minutes at 15 000 g to separate soluble 
(supernatant) and insoluble (pellet) fractions 59.  
Protein gel blot analysis Fractions (30 µg to 50 µg) of cellular extract were subjected to SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis using a Tris/glycine buffer system based on the method of Laemmli 
as previously described 57. 
Determination of aggregated proteins Expression of aggregated proteins was determined 
either by immunoblot analysis of Triton X-100 insoluble fractions using an antibody against 
polyubiquitined proteins or by using the ProteoStat Aggresome detection kit. Briefly, cells are 
incubated with the ProteoStat dye that becomes brightly fluorescent upon binding to aggregated 
proteins and then analysis by flow cytometer for determination of aggresomes in cells. MG-132 is used 
as an inducer of aggresomes formation.  
Assessment of granulocyte differentiation Granulocyte differentiation in the NB4 cells was 
determined by i) morphologic assessment of cells stained with May-Grunwald Giemsa, ii) analysis of 
the expression of the CD11c cell surface marker, and iii) the nitroblue tetrazolium (NBT) reduction 
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assay, as previously described 40 35.  The isolation of CD34+ progenitors and their in vitro granulocytic 
differentiation was performed following incubation of CD34+ progenitor cells with 10 ng/ml human 
recombinant granulocytic colony-stimulating factor (hrG-CSF) as previously described 55. 
Evaluation of cell death processes Cell death modalities were characterized by i) 
measurement of the mitochondrial transmembrane potential (∆Ψm) by using TMRM dye, ii) evaluation 
of plasma cell membrane permeability by using propidium iodide staining as previously described 35, 57, 
or iii) the determination of caspase activities by western blotting analyses for the appearance of the 
cleaved forms of caspase.   
Statistical analysis Unless otherwise stated, the ANOVA Tukey test was used for calculation 
of p values for comparisons between two groups using GraphPad Prism software. For the analysis of 
the p62/SQSTM1 mRNA data in primary blast cells from AML patients, the non-parametic Mann-
Whitney-U test was used for calculation of p values. p values < 0.05 were considered to be statistically 
significant.  Results are given as means plus or minus standard deviation of three independent 
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Supplementary Table. AML patient characteristics from the HOVON/SAKK cohort used to 




 Patient characteristics Cytogenetics 
Cohort Variables Age (y) Sex (female/male) Total t(8;21) inv (16) t(15;17) CK NK 
HOVON/ 
SAKK 




(mean/median) - 100 20.4 17.3 20.4 23.5 18.4 
No. of patients 98 57/41 98 20 17 20 23 18 
 
CK, complex karyotype; NK, normal karyotype, not determined 




  Article II : 
L’expression de la protéine p62/SQSMT1 est induite lors de la différenciation 
des cellules leucémiques aiguës myéloïdes par l’ATRA : un mécanisme 
impliqué dans la survie des cellules matures 
 
Introduction 
Lors de la caractérisation des réponses autophagiques des cellules LAP au cours de l’induction 
de leur différenciation par l’ATRA, nous avions remarqué une accumulation importante de la protéine 
p62/SQSTM1 au cours de ce processus. La suite de mon travail de thèse a porté sur cette protéine.  
p62/SQSTM1 est une protéine adaptatrice impliquée dans le transport des protéines 
ubiquitinylées vers l’autophagosome. Des données de littérature rapportent qu’elle est située au 
carrefour de différentes voies de signalisation impliquées dans la régulation de la tumorigenèse comme 
la différenciation, l’apoptose et la survie cellulaire. Néanmoins, il existe encore peu d’études 
concernant l’impact de cette protéine sur la leucémogenèse. Afin d’étudier son rôle dans la 
leucémogenèse, nous avons utilisé le modèle de lignée de leucémie aiguë promyélocytaire (NB4), 
mais aussi un modèle de lignée de leucémie aiguë myéloïde (LAM) (HL-60) qui se différencient en 
granulocyte/neutrophile suite à un traitement par l’ATRA. Afin de compléter nos analyses sur nos 
modèles in vitro, nous avons également utilisé des blastes primaires de patients atteints de LAM ainsi 
que des granulocytes de sujets sains. 
 
Les objectifs de cette étude étaient : 
 D’étudier la régulation de l’expression de p62/SQSTM1 lors de la différenciation des cellules 
leucémiques aiguës myéloïdes en granulocytes/neutrophiles. 








Résultats majeurs de l’article II et quelques résultats complémentaires 
Dans cette partie, j’ai présenté très brièvement les résultats de l’article II et quelques données 
complémentaires. Pour plus de détails sur les résultats, il est préférable de se référer au manuscrit.  
1. L’expression de p62/SQSTM1 est induite au cours de la différenciation des cellules 
leucémiques myéloïdes  
Nous avons tout d’abord examiné la régulation de l’expression de p62/SQSTM1 au cours de 
l’induction de la différenciation des cellules leucémiques myéloïdes par l’ATRA. Nos résultats 
montrent que l’expression de p62/SQSTM1 est augmentée de façon importante en réponse à l’ATRA 
dans les cellules NB4 mais également dans une autre lignée myéloïde, les cellules HL60 (figure 1 de 
l’article II). Par l’utilisation d’inhibiteurs d’enzymes lysosomales et du protéasome, nous avons pu 
montrer que l’accumulation de la protéine p62/SQSTM1 n’était pas due à un défaut de dégradation de 
la protéine par ces deux systèmes. Par la suite, nous avons cherché à comprendre les mécanismes 
impliqués dans cette régulation.  
2. L’ATRA induit une augmentation de l’expression de p62/SQSTM1 dans les cellules NB4 
sensibles mais pas dans les cellules NB4-LR1 et NB4-LR2 résistantes à la différenciation 
induite par l’ATRA. 
Afin de déterminer une éventuelle régulation transcriptionnelle de p62/SQSTM1 au cours de la 
différenciation des cellules LAP par l’ATRA, nous avons quantifié le taux d’ARNm par RT-qPCR. 
Nous avons déterminé que l’expression de l’ARNm de p62/SQSTM1 était induite au cours de la 
différenciation des cellules NB4 traités par l’ATRA (figure 2A de l’article II). De façon intéressante, 
nous avons observé que l’expression de la protéine p62/SQSTM1 n’était pas induite dans les cellules 
NB4-LR1 résistantes à la différenciation induite par ATRA. Cependant, la différenciation peut être 
levée dans les cellules NB4-LR1 par l’ajout d’un analogue d’AMPc à l’ATRA (figure 2B de l’article 
II). Dans cette condition, nous avons observé un rétablissement de l’induction de l’expression de 
p62/SQSTM1, suggérant que la différenciation et l’expression de p62/SQSTM1 sont deux événements 
étroitement liés. 
 




J’ai également étudié l’expression de p62/SQSTM1 dans la lignée NB4-LR2 qui représente 
également un modèle de résistance à l’induction de la différenciation par l’ATRA (résultats 
complémentaires). Contrairement aux cellules NB4, l’ATRA n’induit pas une accumulation de 
l’ARNm et de la protéine p62/SQSTM1 dans les cellules NB4-LR2 (figure 30A). Il est possible de 
rétablir la différenciation de ces cellules NB4-LR2 par le traitement combiné d’un analogue d’AMPc, 
le 8-CPT-AMPc et d’un agoniste des récepteurs aux acides réxinoïque (SR11237). Lors du 
rétablissement de la différenciation dans la lignée NB4-LR2, nous avons examiné l’expression de la 
protéine p62/SQSTM1 et son ARNm (figure 30B). Les résultats obtenus montrent que l’induction de 
la différenciation des cellules NB4-LR2 n’entraîne pas d’accumulation de la protéine p62/SQSTM1 
mais augmente légèrement l’expression de son ARNm. Ces résultats suggèrent que la régulation de 
p62/SQSTM1 au cours de l’induction de la différenciation des cellules NB4-LR2 par l’acide 
réxinoïque requiert des mécanismes différents de ceux utilisés au cours de la maturation des cellules 
NB4 et NB4-LR1 induite par l’ATRA.  
 
Figure 30 : Régulation de l’expression de p62/SQSTM1 (protéine et ARNm) dans les cellules NB4-
LR2 résistantes à la maturation par l’ATRA 
 (A) Les cellules sensibles (NB4) et les cellules résistantes (NB4-LR2) à la différenciation induite par 
l’ATRA sont traitées avec 1 µM d’ATRA pendant 4 jours. (B) Les cellules NB4-LR2 sont traitées avec 
de l’ATRA (1 µM), du 8-CPT-AMPc  (100 µM) seul ou en combinaison avec un analogue d’acide 
réxinoïque le SR11237 à 0.2µM. (A et B) Les cellules sont ensuite récupérées et les ARNm extraits. La 
quantité d’ARNm de p62/SQSTM1 et du gène de ménage cyclophilin B (CPB)  est ensuite évaluée par 
RT-qPCR. La quantité relative d’ARNm de p62/SQSTM1 est calculée par la méthode de calcul de 2-
ΔΔCT. Pour chaque ADNc, les résultats sont exprimés en facteur de variation (« fold change ») par 
rapport à la condition non traitée. Les expressions des protéines p62/SQSTM1 et de la protéine de 
ménage GAPDH sont quantifiées par immunoblot après marquage avec des anticorps spécifiques 
dirigés contre p62/SQSTM1 et GAPDH. ***P<0.001 versus cellules non traitées. 




3. NF-κB est responsable de l’induction de l’expression de p62/SQSTM1 lors de la 
différenciation granulocytaire des cellules LAP. 
 
 L’analyse des sites de fixation des facteurs de transcription sur le promoteur du gène p62/SQSTM1 
provenant des expériences de ChIP (ENCODE data), nous a incité à examiner le rôle du facteur de 
transcription NF-kB dans la régulation de l’expression de p62/SQSTM1. Dans ce but, j’ai généré une 
lignée de cellules NB4 surexprimant de manière stable la protéine IκBα non phosphorylable, un 
répresseur de l’activation de NF-κB. Cette lignée invalidée pour l’activité de NF-κB est appelée par la 
suite NB4 MAD. Les cellules exprimant le vecteur vide servant de contrôle sont appelées NB4 PC. Les 
résultats obtenus montrent que l’inhibition de NF-κB dans les cellules NB4 MAD prévient l’induction 
de l’ARNm et de la protéine p62/SQSTM1 observée lors du traitement par l’ATRA. Par la suite, nous 
avons voulu savoir si cette régulation de p62/SQSTM1 par NF-κB était spécifique du traitement des 
cellules par l’ATRA ou pouvait être observée avec d’autres inducteurs de NF-kB (résultats 
complémentaires). Nous avons examiné l’expression de p62/SQSTM1 dans les cellules NB4 PC 
(cellules contrôles) et NB4MAD en présence de TNFα, un activateur puissant de la voie de signalisation 
NF-κB (figure 31). Les résultats obtenus montrent que le TNFα induit l’accumulation de la protéine et 
de l’ARNm de p62/SQSTM1 par un mécanisme dépendent de NF-κB. Il est à remarquer que dans les 
cellules invalidées pour l’activité NF-κB, une accumulation faible de p62/SQSTM1 est également 
observée en réponse au TNFα suggérant que NF-κB n’est pas le seul facteur intervenant dans la 
régulation de p62/SQSTM1. Pour compléter cette étude, il serait également intéressant d’étudier 











Figure 31 : L’activation de NF-κB 
par le TNFα induit l’expression de 
p62/SQSTM1 dans les cellules LAP.  
Les cellules NB4-PC et NB4-MAD 
sont traitées par le  TNFα à 20 ng/ml à 
des temps indiqués. L’expression de la 
protéine p62/SQSTM1 est analysée par 
immunoblot par marquage avec un 
anticorps dirigé contre la protéine 
p62/SQSTM1. Le rouge ponceau est 
utilisé comme témoin de la quantité de 
protéines chargée dans l’immunoblot. 
 
4. Rôle de p62/SQSTM1 dans la différenciation et la survie des cellules LAP par l’ATRA 
(voir le papier). 
Afin de déterminer le rôle de p62/SQSTM1 dans la différenciation granulocytaire des cellules 
NB4, j’ai généré à l’aide de vecteurs lentiviraux, des lignées cellulaires à partir de la lignée NB4 
exprimant de façon stable  un shARN dirigé contre p62/SQSTM1 et analysé les conséquences de cette 
extinction sur la survie et la différenciation des cellules LAP par l’ATRA (figure 4 de l’article II). Nos 
résultats montrent que p62/SQSTM1 joue un rôle essentiel dans la survie des cellules différenciées par 
l’ATRA mais n’est pas impliquée dans la différenciation des cellules LAP par ATRA.  
 
5. Rôle de p62/SQSTM1 dans la régulation de la quantité d’agrégats protéiques lors de la 
différenciation des cellules LAP en granulocytes/neutrophiles. 
Dans l’article II figure 5, nous avons démontré une accumulation de protéines poly-ubiquitinylées 
lors de l’induction de la différenciation granulocytaire des cellules LAP pat l’ATRA. Puisque 
p62/SQSTM1 possède la capacité de se lier aux protéines ubiquitinylées, nous avons par la suite, 
examiné son rôle dans l’accumulation des protéines ubiquitinylées au cours de la différenciation des 
cellules LAP par l’ATRA. Après extinction de la protéine p62/SQSTM1 par shARN, nous avons 
observé une accumulation de protéine poly-ubiquitinylées au cours du traitement par l’ATRA 
suggérant que la protéine p62/SQSTM1 est impliquée dans la dégradation des protéines poly-
ubiquitinylées. Une approche de marquage immunofluorescent de p62/SQSTM1 et de l’ubiquitine 
analysée au microscope confocal (résultats complémentaires, figure 32) a également permis de 
confirmer l’accumulation de p62/SQSTM1 et des protéines poly-ubiquitinylées dans les cellules NB4 




traitées par L’ATRA. Cependant, il est difficile de déterminer si les deux protéines sont colocalisées 
ou non car le marquage rouge utilisé pour p62/SQSTM1 présente un aspect plutôt diffus. Par la suite, 
il serait intéressant de faire des expériences d’immunoprécipitation pour savoir si p62/SQSTM1 se 
fixe ou non aux protéines ubiquitinylées.  
 
Figure 32 : L’ATRA induit une accumulation des protéines ubiquitinylées et de p62/SQSTM1 au 
cours de la différenciation des cellules LAP en granulocytes/neutrophiles. 
 Les cellules NB4 sont traitées pendant 4 jours avec de l’ATRA (1 µM). Les cellules sont ensuite 
collectées et immunomarquées avec des anticorps spécifiques dirigés contre l’ubiquitine et 
p62/SQSTM1, puis examinées par immunofluorescence au microscope confocal. Les noyaux sont 
marqués avec du Hoechst. 
 
6. Analyse de l’expression de l’ARNm de p62/SQSTM1 dans les patients atteints de leucémies 
myéloïde aiguë. 
Dans l’article II, en collaboration avec le Dr. Mario P.Tschan, nous avons également analysé par 
RT-qPCR la quantité d’ARNm de p62/SQSTM1 dans des blastes issus de patient atteints de AML, des 
cellules granulocytaires issus de sujets sains ainsi que dans des progéniteurs CD34+. Les résultats 
obtenus montrent que l’expression de p62/SQSTM1 est significativement plus faible dans les blastes 
de patients atteints de AML ainsi que dans les progéniteurs CD34+ comparée à celle retrouvée dans 
les granulocytes issus de sujets sains. En accord avec ces résultats, nous avons observé une 
augmentation d’expression d’ARNm de p62/SQSTM1 au cours de la différenciation in vitro des 
progéniteurs CD34+. L’ensemble de ces résultats confirme nos données sur cellules montrant qu’il 




existe une interconnexion étroite entre l’expression de p62/SQSTM1 et l’état de différenciation des 
cellules myéloïdes. 




DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 L’étude du rôle de l’autophagie dans la cancérogénèse et dans la chimiorésistance des tumeurs 
a connu une évolution spectaculaire ces dernières années, comme en témoignent le nombre d’équipes, 
d’articles et de citations en rapport avec la thématique. L’autophagie est un processus vésiculaire de 
dégradation des constituants cellulaires par la voie lysosomale. Ce processus est essentiel à plusieurs 
processus biologiques, tels que la survie et la différenciation cellulaire, le développement et les 
réponses immunitaires, jouant ainsi un rôle important dans le maintien de l'homéostasie cellulaire. En 
effet, la dérégulation de l’autophagie entraîne le développement et la progression de diverses 
pathologies dont le cancer.  
 
  Au cours de ma thèse, j’ai examiné le rôle de l’autophagie lors de la différenciation 
granulocytaire des cellules de leucémie aiguë promyélocytaire (LAP), une leucémie caractérisée par 
un blocage de la cascade de différenciation hématopoïétique au stade de promyélocyte. Ce modèle 
était pertinent pour mon étude puisqu’il représente le premier modèle de cancer pouvant être traité par 
induction de la différenciation. En effet, le traitement des LAP a considérablement progressé depuis 
l’administration aux patients de doses pharmacologiques d’acide rétinoïque tout-trans (ATRA), un 
puissant agent de différenciation. Toutefois, certains patients font des rechutes et/ou développent des 
résistances à ce traitement. Par ailleurs, ce traitement entraîne des complications dont la plus sévère est 
l’ATRA syndrome, associé à une accumulation de cellules différenciées dans le sang et à l’infiltration 
de divers tissues par ces cellules.  
 
 Dans le but d’identifier de nouveaux processus impliqués dans la résistance à l’ATRA ainsi 
que dans les complications associées à ce traitement, mon travail de thèse a été fondé sur l’hypothèse 
que l’autophagie (et ses acteurs moléculaires) sont responsables de la survie et l’échappement au 
traitement des cellules de LAP.  
 
 




Au cours de cette étude, nous avons montré que : 
 i) Le processus d’autophagie est activé au cours de l’induction de la différenciation 
granulocytaire des cellules de LAP par l’ATRA (article1). 
 ii) La protéine BECLIN 1 est essentielle à la survie des cellules de LAP matures mais non pas 
à l’engagement de ces cellules dans le processus de différenciation (article 1). 
 iii) L’expression de la protéine p62/SQSTM1 est induite lors de la différenciation des cellules 
LAP en granulocytes, par un mécanisme qui repose sur l’activation du facteur de transcription NF-κB 
(article 2). 
 iv) L’induction de l’expression de p62/SQSTM1 par l’ATRA prolonge la durée de vie des 
cellules de LAP matures mais ne joue pas un rôle critique dans le processus de différenciation de ces 
cellules (article 2). 
 Dans cette discussion, je reprendrai chaque partie de ces résultats pour apporter les 
conclusions majeures et les perspectives. Je ne reviendrai pas (ou très peu) sur les discussions 
développées dans les articles I et II.  
i) Le processus d’autophagie est activé au cours de l’induction de la différenciation 
granulocytaire des cellules de LAP par l’ATRA. 
 Nous avons montré que le traitement des cellules de LAP par l’ATRA induit une accumulation 
des autophagosomes, suivi d’une activation du flux autophagique aboutissant à la dégradation des 
constituants cellulaires. En assurant cette fonction, l’autophagie pourrait intervenir dans le remodelage 
de la structure et du contenu des cellules de LAP, processus jouant de façon générale un rôle important 
dans l’établissement de la différenciation terminale des cellules. Ce rôle de l’autophagie dans le 
remodelage intracellulaire a été effectivement décrit dans d’autres contextes de différenciation ; en 
particulier, au cours de la maturation des érythrocytes, une dégradation massive de mitochondries par 
autophagie (mitophagie) a été observée9. Néanmoins, cette fonction de l’autophagie reste hypothétique 
dans le cadre de la différenciation granulocytaire des cellules de LAP et nécessite d’être étudiée. 
 




 Nos résultats montrent que l’induction de l’autophagie dans les cellules de LAP s’accompagne 
d’une modulation des deux voies principales impliquées dans la régulation de l’autophagie : une 
inhibition de la voie mTOR et une accumulation de l’expression de la protéine BECLIN 1. Nos 
résultats suggèrent que la protéine BECLIN 1 n’est pas impliquée dans l’induction de l’autophagie 
granulocytaire puisque son invalidation par des approches d’ARN interférents et lentivirales exprimant 
un « short hairpin »ARN (shARN) dirigé contre BECLIN 1 ne prévient pas l’accumulation de la 
protéine LC3-II, marqueur de l’autophagie. Au contraire, l’invalidation de BECLIN 1 inhibe cette 
accumulation en réponse à la carence en nutriments des cellules de LAP. L’ensemble de ces données 
suggère que l’induction de l’autophagie dans les cellules de LAP s’établie à travers un mécanisme 
dépendant de BECLIN 1 (condition de carence en nutriments) ou indépendant de cette protéine (lors 
de la maturation granulocytaire). L’induction de l’autophagie indépendante de BECLIN 1 a été décrite 
dans la littérature en réponse à certains agents pro-apoptotiques, tels que le resvératrol, l’étoposide et 
la staurosporine313, 314. Ce mécanisme d’induction de l’autophagie n’exclut pas toujours la participation 
de la PI3 kinase de classe III qui met en jeu des protéines effectrices de phosphatidylinositol (WIP1 et 
WIPI2) permettant ainsi l’engagement du processus d’autophagie315. Au vu de ces données, il serait 
intéressant de déterminer si les protéines WIPI1 et WIPI2 sont impliquées ou non dans l’induction de 
l’autophagie des cellules de LAP traitées par l’ATRA.  
  De façon intéressante, les expériences récemment effectuées dans mon laboratoire 
d’accueil montrent que la voie mTOR (impliquant les protéines ULK1 et AMPK) participe à 
l’induction de l’autophagie au cours du processus de différenciation des cellules de LAP par l’ATRA. 
Il est également possible que cette autophagie fasse intervenir une machinerie spécifique de 
l’autophagie comme c’est le cas dans l’autophagie sélective. Si c’est le cas ne devrions-nous pas parler 









ii) La protéine BECLIN 1 est essentielle à la survie des cellules de LAP matures mais non 
pas à l’engagement de ces cellules dans le processus de différenciation. 
 
 Nous avons observé une accumulation de la protéine BECLIN 1 lors de la différenciation 
granulocytaire des cellules de LAP. Cette réponse n’est pas associée à une induction d’expression de 
l’ARNm de BECN 1 suggérant que la stabilité de la protéine BECLIN 1 est altérée au cours de ce 
processus (données non montrées). Les mécanismes impliqués dans cette régulation de la stabilité de 
BECLIN 1 ne sont que peu connus mais pourraient impliquer les modifications post-traductionnelles 
(phosphorylation, ubiquitinylation, etc) de cette protéine. Il serait intéressant de savoir si ces 
modifications ont lieu au cours de la maturation des cellules de LAP et, si c’est le cas, d’étudier leur 
impact sur les fonctions de BECLIN 1.  
 
  Dans ce travail, j’ai démontré que BECLIN 1 joue un rôle important dans la survie des 
cellules mature. BECLIN 1 est considérée comme une protéine à domaine « BH3-only » atypique 
puisque contrairement à d’autres membres de cette famille, elle ne fonctionne pas comme une 
molécule pro-apoptotique316. Au contraire, cette protéine joue un rôle anti-apoptotique en réponse à 
différentes situations de stress. Ce rôle cytoprotecteur de BECLIN 1 a été notamment démontré dans le 
cadre de l’induction de la différenciation des cellules leucémiques HL60 après traitement par la 
vitamine D3317. Les mécanismes précis par lesquels BECLIN 1 inhibe l’apoptose sont encore mal 
élucidés ; ils pourraient impliquer sa fonction dans la régulation de l’autophagie et de l’endocytose, 
dans le contrôle de l’apoptose par son interaction avec les protéines de la famille BCL-2 ainsi que par 
sa fonction d’élimination des cellules apoptotiques64 318.  
 
 Par ailleurs, j’ai montré que l’invalidation de l’expression BECLIN 1 ne modifie pas 
significativement le processus d’induction de différenciation des cellules de LAP par l’ATRA, 
indiquant que BECLIN 1 n’est pas indispensable à ce processus. Au contraire, l’activation de 




l’autophagie par l’ajout de la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, à l’ATRA augmente l’engagement 
des cellules dans la différenciation, suggérant que la voie mTOR joue un rôle dans ce processus. 
 
 A ma connaissance, l’importance biologique de BECLIN 1 dans la physiologie des 
granulocytes et des neutrophiles dans les conditions physiologiques et inflammatoires n’a pas été 
encore étudiée. Une étude effectuée par Mortensen et al. a montré que l’invalidation conditionnelle de 
l’expression d’ATG7 dans les cellules souches hématopoïétiques conduit à une perte des fonctions 
hématopoïétiques indiquant que l’ATG7 joue un rôle essentiel dans le maintien des cellules souches 
hématopoïétiques207. Il serait donc intéressant d’examiner si l’invalidation conditionnelle de BECN 1 
dans les cellules souches hématopoïétiques affecterait ou non les fonctions de ces cellules.  
  
 Enfin, il est à noter que le groupe de B. Levine a identifié récemment la protéine BECLIN 2 
qui partage les mêmes caractéristiques que BECLIN 1, en terme de régulation de l’autophagie et 
d’interactions avec les protéines du complexe PI3Kinase de classe III et BCL-265. De ce fait, il est 
possible que certaines fonctions de BECLIN 1 soient compensées par BECLIN 2 en son absence. Quel 
serait alors l’effet de l’invalidation de BECLIN 2 sur la survie et la différenciation des cellules de LAP 
traitées par l’ATRA?  
 
iii) L’expression de la protéine p62/SQSTM1 est induite lors de la différenciation des 
cellules LAP en granulocytes, par un mécanisme qui repose sur l’activation du facteur de 
transcription NF-κB. 
 Au cours de mon travail de thèse, j’ai montré une induction de l’expression de p62/SQSTM1 
au cours de la différenciation terminale des cellules de LAP ainsi que dans le processus de maturation 
in vitro des progéniteurs CD34+. En accord avec ces résultats, les cellules de LAP résistantes à la 
maturation par l’ATRA ne sont pas capables d’induire l’expression de p62/SQSTM1 en réponse à 
l’ATRA. De même, l’expression de p62/SQSTM1 dans les blastes des patients atteints de leucémie 
aiguë myéloïde est plus faible en comparaison de celle des granulocytes de sujets sains. L’ensemble de 




ces données indique que l’expression de p62/SQSTM1 est réprimée dans les phénotypes immatures 
des cellules myéloïdes mais au contraire induite dans les cellules leucémiques qui s’engagent vers une 
différenciation terminale (granulocytes/neutrophiles).  
 
 Nous avons démontré pour la première fois l’implication du facteur de transcription NF-κB 
dans la régulation de l’expression de p62/SQSTM1 par l’ATRA, puisque l’invalidation de son 
activation prévient de façon importante l’induction de l’expression de la protéine et de l’ARNm de 
p62/SQSTM1. Cette régulation est également observée avec le TNFα (un autre activateur de NF-κB) 
suggérant de façon générale que l’activation de NF-κB contrôle l’expression de p62/SQSTM1. 
Toutefois, cette étude devrait être complétée par d’autres expériences (ChiP et retard sur gel) pour 
confirmer de façon plus précise cette régulation. 
 
 Il est décrit que le facteur de transcription NRF2 joue également un rôle important dans la 
régulation de p62/SQSTM1, en se fixant sur un élément ARE du promoteur de p62/SQSTM1110. Il est 
donc possible que l’expression de p62/SQSTM1 soit aussi régulée par NRF2 dans le contexte de la 
différenciation des LAP. Cette étude est actuellement en cours au laboratoire.   
 
 D’autres voies de signalisation comme les kinases JNK et AMPK ont été décrites pour réguler 
l’expression de p62/SQSTM1124. Néanmoins, les expériences que j’ai effectuées en utilisant des 
inhibiteurs spécifiques de JNK et de l’AMPK n’ont pas permis de démontrer l’implication de JNK et 
de l’AMPK dans l’induction de l’expression de p62/SQSTM1 observée au cours du traitement des 








iv) L’induction de l’expression de p62/SQSTM1 par l’ATRA prolonge la durée de vie des 
cellules LAP matures mais ne joue pas un rôle critique dans le processus de 
différenciation de ces cellules. 
 
 Par l’utilisation des vecteurs lentiviraux exprimant trois shARNs ciblant différentes régions de 
l’ARNm de p62/SQSTM1, j’ai montré que l’induction de l’expression de cette protéine joue un rôle 
dans la survie des cellules matures mais n’est pas indispensable au processus de différenciation de ces 
cellules. 
 
 Comme évoqué dans la discussion de l’article II, cette fonction de survie de p62/SQSTM1 
peut être expliquée par son rôle dans la reconnaissance de protéines ubiquitinylées et leur adressage 
vers les autophagosomes, empêchant ainsi les effets cytotoxiques de ces protéines sur les cellules94. 
Dans ce sens, nous avons montré que l’invalidation de l’expression de cette protéine augmente 
l’accumulation de protéines ubiquitinylées induite par l’ATRA. Comme cela a déjà été décrit, 
p62/SQSTM1 peut également exercer cette fonction de survie en induisant l’activation des voies de 
survie comme celles des facteurs de transcription NF-κB et de NRF2117, 118. Il serait donc également 
intéressant d’examiner le rôle de p62/SQSTM1 dans l’activation de ces facteurs de transcription. 
 
 De plus, comme dans le cas de BECLIN 1, l’étude des conséquences de l’invalidation 
conditionnelle de p62/SQSTM1 dans les cellules souches hématopoïétiques (HSC) pourrait apporter 
des éléments de réponse sur son rôle dans les fonctions de HSC. A ma connaissance, cette étude n’a 
pas été encore réalisée dans la littérature.  
 
 Il est à remarquer que le rôle de p62/SQSTM1 dans la différenciation terminale des cellules 
varie selon le modèle de maturation étudié. Par exemple, il est décrit que p62/SQSTM1 inhibe 
l’adipogenèse en activant la voie ERK alors qu’elle favorise la mise en place de l’ostéoclastogenèse 
par l’activation du facteur de transcription NF-κB319, 320. Il est possible que différentes voies de 




signalisation cellulaire soient impliquées dans ces modèles de différenciation, ce qui permettrait 
d’expliquer la divergence de la fonction de p62/SQSTM1 dans les différents contextes de maturation 
cellulaire. 
 
Les implications thérapeutiques éventuelles de nos résultats:  
 L’ensemble de ces travaux contribue à une meilleure connaissance des mécanismes impliqués 
dans la survie des cellules de LAP au cours de leur processus de différenciation terminale. Au niveau 
thérapeutique, les questions qui ressortent de ces résultats sont:  
 1) Faudra-t-il envisager de cibler BECLIN 1 et/ou de p62/SQSTM1 pour améliorer les 
mécanismes anti-tumoraux de l’ATRA ? 
 2) Faudra-t-il envisager de cibler BECLIN 1 et/ou de p62/SQSTM1 pour prévenir 
l’accumulation des cellules de LAP matures et le développement du syndrome de différenciation qui 
en résulte ? 
 
1) Faudra-t-il envisager de cibler BECLIN 1 et/ou de p62/SQSTM1 pour améliorer les    
mécanismes anti-tumoraux de l’ATRA ? 
 
 Nos résultats montrant que BECLIN 1 et p62/SQSTM1 sont impliquées dans l’inhibition de la 
mort induite par l’ATRA dans les cellules de LAP laissent supposer leur implication dans la résistance 
à l’apoptose induite par l’ATRA.  
 Un modèle murin de LAP a été développé en utilisant des souris transgéniques exprimant 
PML-RARα 272, 273. Il serait intéressant d’étudier dans un tel modèle l’implication de ces protéines 
dans la réponse anti-tumorale de l’ATRA. Les inhibiteurs spécifiques ciblant spécifiquement les 
domaines de BECLIN 1 ou de p62/SQSTM1 sont en cours du développement. Ces inhibiteurs seront 
des outils importants pour élaborer ce type d’étude.  
 Par la même approche, il serait également intéressant de déterminer le rôle de BECLIN 1 et 
p62/SQSTM1 dans le maintien des cellules souches leucémiques. En effet, comme évoqué dans le 
chapitre II (4.2) de l’introduction, l’ATRA est non seulement impliqué dans la différenciation et 




l’apoptose des cellules de LAP mais également dans l’éradication des cellules souches leucémiques 
par l’induction de la dégradation de l’oncoprotéine PML-RARα. De façon intéressante, durant mon 
travail de thèse, Isakson et al. ont mis en évidence la dégradation de PML-RARα par l’autophagie. De 
plus, Wang et al. ont montré que cette dégradation fait intervenir la protéine p62/SQSTM1120, 295. Ce 
rôle anti-tumoral de p62/SQSTM1, qui reste néanmoins à être est confirmé par d’autres études, devrait 
être donc pris en compte dans les stratégies visant à son inhibition. De même, comme BECLIN 1 peut 
jouer un rôle suppresseur de tumeur, une attention particulière devrait être portée sur son ciblage 
puisqu’il peut  favoriser l’incidence des tumeurs secondaires. 
  
2) Faudra-t-il envisager de cibler BECLIN 1 et/ou de p62/SQSTM1 pour réduire 
l’accumulation des cellules de LAP matures et le développement du syndrome de 
différenciation qui en résulte ? 
 Le syndrome de différenciation, qui est dû à l’accumulation des cellules de LAP matures dans 
le sang, représente l’une des complications majeures du traitement de LAP par l’ATRA. Nous avons 
montré que les protéines BECLIN 1 et p62/SQSTM1 sont impliquées dans la survie des cellules de 
LAP matures ce qui suggère leur implication dans le développement de ce syndrome. Nos expériences 
ayant été effectuées sur la lignée NB4 dérivée de LAP, il serait intéressant de confirmer nos résultats 
sur les cellules de LAP provenant de patients en invalidant l’expression de BECLIN 1 ou de 
p62/SQSTM1 dans ces cellules par des approches lentivirus. De même, il serait intéressant d’examiner 
si l’administration de l’ATRA dans les souris auxquelles on a injecté des cellules de LAP invalidées 
pour l’expression de BECLIN 1 ou de p62/SQSTM1 aboutira au développement de cette pathologie, 
comme c’est le cas pour le modèle murin du syndrome de différenciation311.  
 
Conclusion 
 L’ensemble de ces travaux a permis de mieux comprendre la régulation et le rôle de 
l’autophagie (et de ses acteurs moléculaires) au cours du processus de différenciation terminale des 
cellules LAP. Cependant plusieurs questions demeurent à l’issue de cette étude :  
- Quels sont les mécanismes précis impliqués dans l’initiation de l’autophagie par l’ATRA ? 




- L’induction de l’expression de BECLIN 1 et p62/SQSTM1 peut-elle être observée en réponse à 
d’autres agents de différenciation (Vitamine D3, PMA) ? 
- Quels sont les rôles de BECLIN 1 et de p62/SQSTM1 dans d’autres contextes de différenciation 
cellulaire que les LAP ? 
- Quel est le rôle physiologique de l’activation de l’autophagie ainsi que de l’induction de l’expression 
de BECLIN 1 et de p62/SQSTM1 dans les fonctions des cellules différenciées 
(granulocytes/neutrophiles) ? 
- Comme nous l’avons évoqué ci-dessus, quel est le rôle physiopathologique de l’activation de ces 
voies dans les LAP ? 
Une meilleure connaissance des rôles autophagiques et non autophagiques de BECLIN 1 et 
p62/SQSTM1 est nécessaire pour mieux comprendre leurs implications dans les processus de 
différenciation cellulaire non seulement au niveau physiologique mais également dans le cadre des 
pathologies liées à un défaut de maturation. 
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1. Macroautophagy  
 
In this section, we do not intend to cover the 
detailed signaling pathways involved in macro-
autophagy (referred to as autophagy hereafter) 
but to briefly summarize the regulation of auto-
phagy in cancer cells. Readers interested in 
details of autophagy signaling pathways and 
regulation are referred to the several excellent 
and extensive reviews [1-7]. 
 
In eukaryotes, autophagy is a lysosomal process 
that induces the degradation of cytoplasmic 
constituents such as proteins, lipids, and organ-
elles [8]. Autophagy is a pivotal regulator of sev-
eral important physiological processes including 
development, cell survival, differentiation, and 
senescence (Figure 1) [2, 9]. This process is 
also involved in regulating inflammation and 
innate and adaptive immune responses [10-
12]. Dysfunction of autophagy is linked to the 
development and the progression of human 
diseases (Figure 1) such as cancer, neurode-
generative disorders, liver diseases, inflamma-
tory pathologies (such as Crohn’s disease), and 
infectious diseases [13-15].  
Autophagy contributes to the maintenance of 
cellular homeostasis by inducing the recycling of 
damaged organelles and toxic components 
such as aggregation-prone proteins [16-19]. 
Recent studies using tissue-specific deletion of 
autophagy-related genes have revealed the ac-
cumulation of ubiquitinated proteins and aggre-
gates in autophagy-impaired tissues emphasiz-
ing the importance of basal autophagy in tissue 
homeostasis [20, 21]. By inducing degradation 
of cellular material, autophagy plays also an 
essential role in tissue remodeling during cell 
differentiation [2]. In response to starvation, 
autophagy is induced to provide nutrients and 
energy necessary to cope with changes in me-
tabolism thus ensuring cell viability [21, 22]. In 
this sense, autophagy is essential for survival 
during the early neonatal starvation period [23]. 
Autophagy is also induced in response to stress-
ful conditions including oxidative stress, hy-
poxia, endoplasmic reticulum stress, hormonal 
imbalance, pathogen-associated molecular pat-
terns, DNA damage, and anti-cancer therapies 
[6, 24-26]. Under stress conditions, autophagy 
mostly plays a cytoprotective role; however, 
autophagy has been also shown to induce a cell 
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death program [27-29].  
 
Autophagy core machinery 
 
Autophagy starts with the formation of a multi-
membrane structure, the preautophagosomal 
membrane also called the phagophore (Figure 
1). This membrane elongates to form the auto-
phagic vesicle, known as autophagosome, be-
fore enclosing cytoplasmic components. When 
the autophagosome fuses with the lysosome, 
the autophagosomal contents are degraded and 
recycled to be used for the synthesis of macro-
molecules and the production of energy [1, 3, 
21, 30]. Genetic studies of autophagy in the 
yeast have led to the identification of autophagy
-related genes (Atg genes) whose products or-
chestrate the steps of autophagosome forma-
tion, namely nucleation, expansion, uncoating, 
and completion. The core machinery of auto-
phagy that drives autophagy in mammals in-
volves three complexes formed by Atg proteins 
and lysosomal-associated membrane protein 2 
(Lamp-2) and Rab7 proteins (Figure 1). The 
Figure 1. Schematic representation of autophagy in mammals. The first step in the induction of autophagy is the for-
mation of a multi-membrane structure, known as a phagophore which further elongates to form an autophagosome 
before enclosing cytoplasmic material. The autophagosome then fuses with the lysosome to form the autophagoly-
sosome, in which the sequestered material is degraded by lysosomal hydrolases. The ULK1/2 complex and the 
class III phosphatidylinositol 3-kinase (Vps34) complex drive the first step of autophagosome formation (induction 
and nucleation). The elongation and the closure of the autophagosomal membranes (maturation) require the recruit-
ment of two conjugation systems, Atg5-Atg12 and Atg8/LC3-phosphatidyl ethanolamine, to the phagophore. The lyso-
somal membrane protein Lamp 2 and the GTPase Rab7 together mediate the fusion of autophagosome with the 
lysosome. The major cellular functions of autophagy are shown. Depicted are the consequences of impaired autopha-
gy in the development of certain human pathologies.  For details, see text. 
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complex involved in the initiation of autophagy 
process is the Atg1/unc-51-like kinase (ULK) 
complex (ULK1/2, Atg13, Atg 101, Fip200 and 
Atg9). Next, the class III phosphatidylinositol 3-
kinase (Vps34) complex (Vps34, Vps15, Atg6/
Beclin1 and Barkor) generates phosphatidy-
linositol 3-phosphate (PI3P) by inducing the ac-
tivity of PI3-kinase, a key event that subse-
quently leads to the elongation of auto-
phagosomal membrane. Two conjugation sys-
tems comprised by Atg5-Atg12 and Atg8/
microtubule-associated protein 1 light chain 3 
(LC3) phosphatidyl-ethanolamine are required 
for the elongation and the closure of the auto-
phagosomal membranes. Finally, the fusion of 
autophagosome with the lysosome requires the 
lysosomal membrane protein Lamp2 and the 
GTPase Rab7 [31-34]. The functions of the 
autophagy machinery core complexes are tightly 
regulated by different factors that favor or re-
press the induction of autophagy. For example, 
autophagy is positively regulated by the interac-
tion of Atg6/Beclin 1 with Atg14L, ultraviolet 
radiation resistance associated gene (UVRAG), 
Bif-1, and Activating molecule in Beclin 1-
regulated autophagy (Ambra1). Conversely, the 
binding of Beclin 1 with the proto-oncogene B-
cell lymphoma 2 (Bcl-2) inhibits autophagy in 
several experimental settings [32]. 
 
Although autophagy has long been considered a 
non-selective process, a number of recent stud-
ies have revealed that autophagy can selec-
tively degrade certain cytosolic cargos including 
protein aggregates, damaged organelles (such 
as mitochondria and peroxisomes), intracellular 
pathogens, and virus [17-19]. By regulating the 
turnover of damaged cellular constituents, auto-
phagy prevents the accumulation of reactive 
oxygen species (ROS) and oxidative damage to 
DNA and may thus be a tumor-suppressive 
mechanism. In selective autophagy, cargos are 
recognized through interaction with specific 
receptor proteins. For example, p62 and NBR1 
are cargo receptors for degradation of ubiquiti-
nated proteins and Bnip3 (NIX) is required for 
the clearance of mitochondria (mitophagy) and 
cell death in response to hypoxia [19, 35].  
 
Signaling pathways regulating autophagy 
 
A variety of cellular stress signals converge to 
the mammalian target of rapamycin 1 (mTOR) 
complex 1 (mTORC1) to regulate autophagy 
upstream of the core machinery. During depriva-
tion of nutrients and growth factors, autophagy 
is induced through inactivation of mTORC1, 
which drives the initial step of autophagy by 
triggering the activation the ULK1/2 complex 
[31]. Upstream of mTOR, several tumor sup-
pressor genes, including LKB1, AMPK, TSC1/
TSC2 and PTEN have been shown to inhibit 
mTORC1 and lead to the stimulation of auto-
phagy. In contrast, tumor promoter pathways 
initiated by Class I PI3K, PKB/Akt, insulin and 
IGF receptors, Rheb and NF-B activate 
mTORC1 and thereby repress autophagy [3, 25, 
36-38]. Some other tumor regulatory molecules 
that control autophagy include oncoproteins Bcl-
2 and Bcl-xL (which inhibit Beclin 1-dependent 
autophagy), Ras (via class I PI3K), and hypoxia-
inducible factor-1 (Hif-1) and tumor suppressors 
such as p53, DAPK, E2F-1, and FoxO proteins 
[6, 39].  
 
Autophagy and cancer 
 
The relationship between autophagy and cancer 
is complex and depends on the tumor’s nature, 
stage, and context. Autophagy can function as a 
tumor-suppressive mechanism or conversely as 
a tumor-promoting process [3, 38, 40-42]. 
 
Several genetic studies have established the 
link between the autophagy machinery and tu-
morigenesis [13]. For example, a monoallelic 
deletion of the essential gene Beclin 1 is fre-
quently observed in ovarian, breast, and pros-
tate cancers [43]. Defects in essential auto-
phagy genes Atg5 and Beclin 1 promote tumori-
genesis of certain cell lines. Allelic loss of Beclin 
1 and deficiencies in expression of two other 
autophagy-regulating genes, Atg4C and Bif-1, 
render mice prone to tumor development [43-
46]. Moreover, as mentioned above, the regula-
tion of autophagy is tightly controlled by signal-
ing pathways that regulate tumorigenesis. In-
deed, inactivating mutations or allelic deletions 
in tumor suppressor genes whose products 
positively regulate autophagy (e.g., PTEN, TSC1/
TSC2, and p53) are frequently observed in hu-
man tumors, emphasizing the tumor–
suppressive function of autophagy. On the other 
hand, some tumors have aberrant activation of 
genes like Bcl-2, Akt, Class I PI3K, and NF-B 
whose products have tumor promoter functions 
and repress autophagy [3, 38, 40-42]. However, 
in some instances oncogenes can promote 
autophagy stimulation as it has been shown for 
H-Ras (V12) and K-Ras (V12) [47]. 
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Several mechanisms have been proposed to 
explain the tumor-suppressive role of auto-
phagy. As stated above, one of them concerns 
the function of autophagy in the selective re-
moval of toxic cellular components that produce 
ROS, a mechanism that would limit the inci-
dence of DNA mutation and prevent chromo-
some instability and subsequent tumorigenesis 
[48] Autophagy may limit cell proliferation as 
demonstrated by results showing that enforced 
expression of Beclin 1 represses the growth of 
cancer cell xenografts [43, 49] and that Ras-
induced downregulation of Beclin 1 expression 
enhances proliferation of malignant cells that 
remain viable upon their detachment from ex-
tracellular matrix [50]. In addition, through its 
ability to promote rapid protein turnover, auto-
phagy facilitates the acquisition of the senes-
cence phenotype, a tumor suppression mecha-
nism that prevents tumor development through 
cell-cycle arrest, cellular remodeling, and secre-
tion of specific cytokines [51]. The prevention of 
chronic tumor cell death mediated by autophagy 
may represent another tumor-suppressive func-
tion of this process. Indeed, in apoptosis-
defective tumors exposed to metabolic stress, 
autophagy prevents chronic necrosis, limiting 
undesirable inflammatory responses that create 
a pro-tumorigenic environment [48]. The role of 
autophagy in the suppression of inflammation is 
also supported by the fact that defective auto-
phagy enhances susceptibility to some inflam-
matory diseases such as Crohn’s disease and 
pancreatitis [11]. 
 
On the other hand, autophagy contributes to 
tumor progression by maintaining the survival of 
established tumor cells in starvation conditions 
and in hypoxic microenvironments. This phe-
nomenon might occur when cancer cells are 
located in the core of a solid tumor and are 
poorly vascularized; under these contexts, the 
cells have to survive under conditions of low 
oxygen (hypoxia) and reduced nutrients. Meta-
bolic stress-induced autophagy may also render 
cancer cells more resistant to anti-cancer thera-
pies [21, 52]. Moreover, the release pro-
inflammatory factors such as the damage-
associated molecular pattern molecule HMGB1 
by stressed or dying tumor cells has been 
shown to favor the survival of stressed cells in 
tumor microenvironment by a mechanism that 
depends on the induction of autophagy [53, 
54]. 
 
Autophagy, thus, appears to have a dual role in 
tumorigenesis: on the one hand, autophagy re-
stricts tumor development by inhibiting inflam-
mation, cell proliferation, and accumulation of 
cellular damages. On the other hand, autophagy 
sustains viability of established tumors exposed 
to environmental changes or subjected to anti-
cancer treatments [3, 38, 40-42]. Depending on 
the context, autophagy may also promote or 
inhibit metastasis by limiting anoikis during ex-
tracellular matrix detachment or by promoting 
anti-tumor inflammatory responses and main-
taining cancer cells dormancy, respectively [55].  
 
Autophagy, cancer therapies and cell death 
 
A variety of anticancer agents can induce auto-
phagy; these include tamoxifen, rapamycin, te-
mozolomide, histone deacetylase inhibitors, and 
a subset of DNA-damaging agents such as 
camptothecin, etoposide, and ionizing radiation 
[25, 26]. In most cases, the stimulation of auto-
phagy by these agents results from a cytopro-
tective mechanism and confers tumor resis-
tance to therapies. However, in some instances 
autophagy induced by anti-cancer therapy may 
facilitate the activation of cancer cell death pro-
grams [27, 29, 56]. Interestingly, there are mo-
lecular interconnections between autophagy 
and different cell death pathways. For example, 
the interplay between autophagy and apoptosis 
is demonstrated by extensive molecular cross-
talk between these two pathways [27, 56,57]. 
Several mediators of death receptor-induced 
apoptosis, such as TRAIL, TNF, FADD, and 
DAPK, activate autophagy. Moreover, some pro-
apoptotic regulators, such as RIP, JNK, ARF, 
E2F1, and Foxo, have recently been shown to 
positively regulate autophagy [27, 57]. p53, 
another apoptosis-regulatory protein, represses 
autophagy when localized in the cytoplasm; its 
nuclear localization leads to the activation of 
autophagy through transactivation of damage-
regulated autophagy modulator (Dram) and 
Sestrin 2 genes [58]. Conversely, several anti-
apoptotic proteins can repress autophagy by 
either forming a complex with Beclin 1 or Atg3 
(Bcl-2/Bcl-XL and Flip, respectively) or by activat-
ing the mTOR pathway (Akt/PKB and NF-B) 
[32, 36, 56, 59, 60]. Moreover, some of the 
autophagy core components, including Beclin 1, 
Atg5, and Atg4D, are cleaved during apoptosis, 
and the cleaved fragments induce cell death; 
this suggests that apoptosis events may change 
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the function of autophagy-related proteins [56, 
59, 61, 62]. 
 
2. NF-B transcription factors 
 
In this section, we briefly summarize the regula-
tion of NF-B transcription factor in cancer cells. 
Readers interested in details of NF-B signaling 
pathways and regulation are referred to the fol-
lowing excellent reviews [63-69]. 
 
NF-B family members 
 
The NF-B family of transcription factors regu-
lates the expression of a broad range of genes 
involved in development, cell proliferation, sur-
vival, differentiation, and senescence. These 
transcription factors also play a pivotal role in 
regulating inflammation and the innate and 
adaptive immune responses [63, 70, 71]. The 
mammalian NF-B family has five members: 
RelA (called also p65), c-Rel, Rel B, p50, and 
p52 [66, 71, 72]. These proteins contain the 
Rel homology domain that is essential for their 
homo- and hetero-dimerization and their binding 
to a specific DNA response sequences in the 
promoters of target genes called B sites. Of 
note, each of the five members induces the acti-
vation of a selective set of genes that depend 
on the cell type and the stimulus. In most cells, 
the NF-B dimers are sequestered in the cyto-
plasm as latent complexes through their binding 
Figure 2. Schematic model for the activation of NF- kB signaling pathways. In the canonical NF-B pathway, stimula-
tion of pro-inflammatory receptors activates the IKK complex (comprised of IKKα, IKKβ and IKK) leading to the phos-
phorylation of IBα and its proteasomal degradation. This induces the translocation of p65/p50 dimers into the nu-
cleus where the dimer binds to the promoter regions of a subset of target genes. In the noncanonical NF-B pathway, 
stimulation of BAFF-R, CD40, and lymphotoxina-β receptor (LTβR) leads to the stabilization of NIK and results in the 
activation of the IKKα homo-dimers. Active IKKα, in turn, induces the phosphorylation of the NF-B family member NF
-B2/p100 leading to its processing by the proteasome to generate p52. This allows the translocation of the p52/Rel 
B dimer into nucleus where it regulates the transcription of target genes. For details, see text. 
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to a member of the inhibitor of NF-B (IB) pro-
tein family including IBα, IBβ, IB and the     
IB-like inhibitors p100 and p105 [67].  
 
NF-B signaling pathways 
 
Depending on the stimuli and the cell type,     
NF-B activation can be promoted by two dis-
tinct pathways: the canonical and noncanonical 
pathways (Figure 2) [27, 63]. In both pathways, 
the activation of NF-B is mediated by the acti-
vation of IB kinase (IKK) complexes formed by 
either the catalytic kinases IKKα and IKKβ and 
the regulatory protein NEMO (IKK) or by IKKα 
homo-dimers [73, 74]. The canonical NF-B 
pathway is activated primarily by stimulation of 
pro-inflammatory receptors such as TNF recep-
tor family members, the Toll receptor family 
member, and antigen receptors [68, 69]. Cer-
tain anti-cancer therapies also activate this 
pathway [75-78]. These stimuli activate the IKK 
complex promoting the phosphorylation and 
subsequent proteasomal degradation of IBα 
protein. This allows the translocation of the lib-
erated NF-B dimers into nucleus where they 
bind to the promoter regions of target genes 
that control cell survival, proliferation, inflam-
matory and innate immunity (Figure 2) [63-65, 
76].  
 
The noncanonical NF-B pathway is activated by 
stimulation of specific TNF receptors, including 
LTβR, CD40, and BAFFR, and plays a key role in 
the generation of lymphoid organs, in B-cell 
maturation, and in adaptive immunity [73, 79]. 
In the noncanonical pathway, the stabilization 
and the accumulation of NF-B-inducing kinase 
(NIK) is an essential signal that triggers the acti-
vation of the IKKα homo-dimer [80, 81]. Con-
versely, stimulus that induces the proteasomal 
degradation of NIK promotes the negative regu-
lation of the noncanonical NF-B signaling 
events [80]. Once activated, IKKα induces the 
phosphorylation of NF-B2/p100 (commonly 
associated with Rel B) leading to its processing 
by proteasome to generate p52. This allows the 
translocation of the p52/Rel B dimer into nu-
cleus where it regulates the transcription of tar-
get gene (Figure 2) [79-81]. 
 
In context of normal cells, the stimulus-
dependent activation of NF-B is mostly tran-
sient due to establishment of feedback loops 
that terminate the activation. In both canonical 
and noncanonical pathways, one of the mecha-
nisms that cells invoke to prevent the persistent 
activation of NF-B is the inactivation of IKK. 
This can occur through IKK-mediated phos-
phorylation of its upstream activators (NIK in 
the noncanonical NF-B pathway and RIP in 
canonical pathway), which subsequently in-
duces their loss of function and promotes their 
proteasomal degradation. Of note, IKK can also 
inhibit itself by inducing its proper phosphoryla-
tion [73, 74]. Other repressors of NF-B activa-
tion are A20 and CYLD, two proteins that medi-
ate the K-63 deubiquitination and subsequent 
inactivation of signaling molecules like tumor 
necrosis factor receptor-associated factor 
(TRAF), RIP, and IKK that are required for NF-
B activation [82, 83]. Interestingly, these NF-B 
repressors, as well as IB family members (for 
example IB-α), are target genes of NF-B acti-
vation and are therefore function in negative 
feedback mechanisms [82, 83]. Moreover, post-
translational modifications of the p65 subunit of 
NF-B (e.g., phosphorylation, ubiquitination, and 
methylation) have been shown to affect IKK/ NF
-B signaling events [76, 84]. In addition to the 
above mentioned regulators of NF-B pathways, 
the activity of NF-B in cancer cells is under the 
control of several tumor-regulatory pathways 
including Ras, EGF receptor, mTOR, Akt, STAT3, 
and p53 [67, 68, 85]. Therefore, different sig-
naling pathways converge to NF-B, and the 
process is tightly regulated by a counterbalance 
between activators and repressors to maintain 
appropriate cellular responses. The disruption 
of feedback inhibition mechanisms of NF-B are 
linked to the development and the progression 
of several human diseases including inflamma-
tory disorders and cancers [68, 81, 85, 86]. 
 
NF-B and cancer 
 
It is now well-established that NF-B plays a 
critical role in the initiation, promotion, and pro-
gression of certain cancers due to the ability of 
this pathway to upregulate genes responsible 
for cell survival, invasion, angiogenesis, and 
metastasis [69, 71, 74, 81, 85, 87, 88]. NF-B-
mediated prevention of apoptosis is certainly 
one key event that favors the development of 
tumors and that plays a pivotal role in resis-
tance to cancer therapies [75, 77, 78, 88-90]. 
Studies focused on identifying the mechanism 
involved in the anti-apoptotic role of NF-B have 
shown that activation of this transcription factor 
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results in an increase in expression of genes 
encoding for anti-apoptotic proteins like Bcl-2 
family members, c-Flip, and IAPs (inhibitor of 
apoptosis) [87]. NF-B activation also upregu-
lates expression of antioxidant proteins that 
suppress ROS-dependent apoptosis and necro-
sis [88, 89]. 
 
Constitutive activation of NF-B is observed in 
various types of malignancies. Activation may 
be due to alterations in expression of genes 
encoding NF-B family members or their nega-
tive regulators or to persistence of NF-B induc-
ers such as pro-inflammatory cytokines (mostly, 
TNF and IL6) in the microenvironment of tumor 
cells [68, 69, 78, 81, 87, 88, 91, 92] The first 
evidence of the oncogenic role of NF-B 
emerged after NF-B subunits p50/p105 were 
cloned; this revealed homology of the cellular 
homologue c-Rel to the oncogene v-Rel encoded 
by the avian reticuloendotheliosis virus [85, 91]. 
Later, the over-activation of NF-B members in 
a wide variety of types of tumors was demon-
strated. For example, mutations in the gene 
encoding NF-B2/p100 were detected in B and 
T cell lymphomas that resulted in loss of the 
inhibitory effects of the p100 protein and gain 
of transcriptional activity of the truncated p52 
product [91, 92]. The transcriptional activity of 
p52 and p50 complexes is also enhanced by 
the Bcl-3 oncoprotein, a product of chromoso-
mal translocation in B cell chronic lymphocytic 
leukemia. The overexpression of Bcl-3 has also 
been observed in various solid and lymphoid 
tumors, and patients with high levels of Bcl-3 
have poor prognosis [93]. Amplification of c-Rel 
is observed in diffuse lymphoma with a large 
cell component, non-Hodgkin’s B cell lym-
phoma, and in some solid tumors [92]. Muta-
tions or deletions in IBα and IB have been 
also detected in a subset of Hodgkin lympho-
mas, although their roles in the development of 
the disease is still not clear. Several experi-
ments indicate that inhibition of IBα degrada-
tion using a repressor form of this protein pro-
motes apoptotic cell death and inhibits tumori-
genesis in different animal models. In support 
to this tumor-suppressive role, constitutive deg-
radation of IB has been observed in various 
types of tumor cells [94, 95]. 
 
Although aberrant activation of IKKs has been 
observed in hematological and solid malignan-
cies, no oncogenic mutations of the IKK genes 
have been yet discovered. Several lines of evi-
dence support the idea that constitutive activa-
tion of IKK is due to the upregulation of IKK up-
stream activators or inactivation of its repres-
sors. One example comes from recent studies in 
myeloma cell lines that led to the identification 
of mutations in genes encoding proteins that 
lead to the stabilization and accumulation of 
NIK, an upstream kinase of IKKα [96, 97]. The 
turnover of NIK is tightly regulated by IAP1 and c
-IAP2, two ubiquitin ligases that target NIK for 
ubiquitination and thereby enhance its protea-
somal degradation [98]. Mutational inactivation 
of c-IAP1 and c-IAP2 genes also occurs in mye-
loma cells and is correlated with the stabiliza-
tion of NIK. Moreover, gain-of-function muta-
tions in the NIK gene have been also observed 
in myeloma cells that may contribute to the ac-
cumulation of NIK protein. As stated above, A20 
and CYLD, two proteins belonging to deubiquiti-
nase family, can also attenuate the NF-B re-
sponses by targeting signalling proteins that are 
required for IKK activation [82, 99]. Inactivating 
genetic alterations of A20 have been observed 
in various hematological malignancies and are 
linked with chronic NF-B activation in these 
cancers [99]. Moreover, the overexpression of 
A20 in A20-deficient lymphoma cell lines inhib-
its both NF-B activity and cell growth and trig-
gers apoptotic cell death. Together, these data 
suggest that A20 has a tumor suppressor func-
tion [99]. Similarly, loss of CYLD1 function has 
been shown to promote tumorigenesis by en-
hancing NF-B activation [82].  
 
Although chronic activation of NF-B is observed 
in the majority of cancer cells, genetic altera-
tions in NF-B members and regulatory signal-
ling components are rare except in certain lym-
phoid malignancies [68, 81, 87]. This supports 
the idea that cancer cells have evolved other 
mechanisms to activate NF-B. In fact, muta-
tions in growth factor signalling pathways (e.g. k
-Ras, EGF receptor, mTOR) or changes due to 
oncogenic viruses (T-cell leukemia virus type I, 
Epstein-Barr, Kaposi sarcoma-associated her-
pes virus) constitute other manners of persis-
tent activation of NF-B [68, 81, 100, 101]. 
Moreover, a link between NF-B and inflamma-
tion-associated cancer progression has been 
demonstrated in several carcinogen/
inflammation in vivo models by using condi-
tional IKK knockout mice [72, 86]. These stud-
ies revealed that IKKβ-dependent NF-B activa-
tion in premalignant-infiltrating immune cells 
leads to the production of cytokines that stimu-
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late proliferation and enhance survival of malig-
nant cells. The cytokines produced by immune 
cells, in turn, activate NF-B in cancer cells to 
induce chemokines that attract additional in-
flammatory cells prolonging tumor-associated 
inflammation. IKKβ is therefore a key factor in 
inflammation-associated cancer progression 
and its inhibition may reduce tumor growth and 
enhance susceptibility to anti-cancer therapies. 
However, in some specific circumstances IKKβ 
and NF-B act as tumor suppressors indicating 
that their inhibition would not always be benefi-
cial to cancer patients [71].  
 
3. The interplay between NF-B and autophagy 
signalling pathways 
 
3.1 Degradation of NF-B signaling components 
through autophagy 
  
Inhibition of Hsp90 induces autophagic degra-
dation of IKK and NIK 
 
IKKα, IKKβ, and IKK are targets for degrada-
tion by autophagy when heat shock protein 90 
(Hsp90) function is inhibited (Figure 3a) by 
geldanamycin [102, 103]. Hsp90 is a chaperon 
protein, required for the correct folding and 
maturation of certain signaling proteins thus 
preventing their degradation under conditions 
of stress. Interestingly, geldanamycin-mediated 
degradation of IKK is prevented when auto-
phagy is inhibited; but the clearance of Akt/
PKB, another substrate of Hsp90 known to be 
degraded through the proteasomal pathway, is 
not affected by inhibition of autophagy. Thus, 
Hsp90 substrates are specifically degraded by 
either autophagy or proteasomal pathways. One 
example of such regulation has been recently 
reported in NB4 leukemia cells treated with se-
lenite, a common dietary form of selenium with 
chemopreventive potential against various can-
cers [104]. Selenite treatment promotes down-
regulation of Hsp90, which leads to inactivation 
of NF-B pathway and inhibition of autophagy 
through downregulation of Beclin 1 expression. 
In NB4 cells, Hsp90 is a key regulator of the cell 
signaling pathway that switches cells treated 
with selenite from the autophagy program to 
apoptosis. Interestingly, in addition to induction 
of autophagy, specific inhibition of mitochon-
drial Hsp90 by gamitrinib elicits the organelle 
unfolded protein response (UPR), which also 
contributes to the repression of NF-B activity 
[105]. 
NIK, an activator of IKKα in the non-canonical 
pathway, is another Hsp90 interacting protein. 
Disruption of the NIK/Hsp90 interaction by 
geldanamycin targets NIK for degradation by 
autophagy leading to the inhibition of both p100 
processing and NF-B activity (Figure 3a) [106]. 
Thus, both the proteasomal system and the 
autophagy pathway are involved in the degrada-
tion of NIK and the regulation of the NF-B ac-
tivity [98]. Taken together, these studies 
showed that Hsp90 is a novel regulatory bridge 
between autophagy and IKK/NF-B pathways 
[37, 107]. Further studies are needed to deter-
mine the mechanisms involved in selective deg-
radation of IKKs and NIK by autophagy. Interest-
ingly, the activation of NF-B by heat shock 
stress has been shown to activate, in turn, auto-
phagy pathway [108] which underscores the 
notion that NF-B and autophagy are mutually 
regulated under heat shock treatment. This will 
be further discussed in the chapter 3.2.  
 
Keap1-dependent autophagy degradation of 
IKKβ 
 
One clue in the mechanisms responsible for the 
control of autophagy-dependent degradation of 
IKK came from study that led to the identifica-
tion of Kelch-like ECH-associated protein 1 
(Keap1) [109] , as an interactor of IKK beta. 
Keap1 interacts with the kinase domain of IKKβ 
through its C-terminal domain. This domain is 
also required for the binding of Keap1 to the 
transcription factor NF-E2-related factor 2 (Nrf 
2), which controls expression of certain antioxi-
dant target genes. In response to TNF, Keap1 
negatively regulates activation of NF-B through 
inhibition of the IKKβ phosphorylation and in-
duction of IKKβ degradation by autophagy path-
way (Figure 3b). Moreover, Keap1 functions as 
an E3 ligase to mediate proteasomal degrada-
tion of IKKβ. Thus, Keap1 mediates degradation 
of IKKβ by both autophagy and proteasome 
pathways. However, Keap1 does not interact 
with IKKα, which is also degraded by autophagy 
implying another, not yet identified mechanism. 
Recently, the NF-B family member p65 was 
shown to interact with Keap1 [110]. Moreover, 
current data suggest that a functional interplay 
between NF-B components (IKKβ and p65) 
and Keap1 are necessary for the tight regula-
tion of the transcription activity of both NF-B 
and Nrf2 [111]. However, although various so-
matic mutations of Keap1 have been detected 
in some malignancies [112], a causal link be-
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tween these mutations and the aberrant NF-B 
activity observed in these tumors was not yet 
established. Interestingly, recent report has 
identified the inhibitor of NF-B, IB as a new 
autophagic substrate. At the first phase follo-
wing stimulation with TNF treatment, IB is 
degraded through proteasome–dependent me-
chanism while at later phase it is cleared 
through the autophagic pathway [113]. Auto-
phagy can thus lead to either the terminaison of 
NF-B by inducing the clearance of IKK or the 
persistent activation of NF-B though degrada-
tion of IB [113]. 
 
Ro52-dependent autophagy degradation of 
IKKβ 
 
The E3 ubiquitin ligase Ro52 is another signal-
ing molecule that targets IKKβ for degradation 
through the autophagy pathway [114]. In cells 
infected with HTLV-1, Tax oncoprotein is respon-
sible for the persistent phosphorylation of IKKβ 
and constitutive activation of NF-B activity 
(Figure 3b). Once activated, IKKβ interacts with 
Ro52, which mediates its monoubiquitination, a 
signal necessary for targeting IKKβ to auto-
phagosomes. Inhibition of autophagy sup-
presses Tax/IKKβ–induced NF-B activity sug-
gesting that Ro52-mediated autophagy degra-
dation of IKKβ represents a feedback mecha-
nism for the termination of NF-B activation by 
Tax. Interestingly, Ro52-mediated monoubiquiti-
nation of IKKβ occurs only under conditions of 
the persistent phosphorylation and activation of 
IKKβ (observed in response to Tax), which al-
lows the formation of a stable interaction be-
tween Ro52 and IKKβ. Indeed, the monoubiquit-
ination of IKKβ is not detected in response to 
TNF (another inducer of NF-B activity) probably 
because the phosphorylation of IKKβ by this 
cytokine is transient and does not lead to the 
formation of a stable IKK/Ro52 complex. How-
ever, it is not yet clear whether the Ro-52-
dependent monoubiquitination of IKKβ is a gen-
eral response that occurs during persistent acti-
vation of IKKβ or a specific response triggered 
in cells expressing Tax. 
  
Together, these results indicate that Hsp90, 
Keap1, and Ro52 are novel partners of IKKs, 
(especially IKKβ) which mediate the interplay 
between NF-B and the autophagy pathway. In 
response to distinct stimuli, their specific inter-
actions with IKKs regulate NF-B activity 
through their ability to activate or repress degra-
dation of IKKs through autophagy. It will be im-
portant to determine whether these interactions 
are mutually exclusive or whether some of these 
proteins cooperate to regulate IKKβ degrada-
tion. Determining this mechanism is essential to 
understanding how IKK/NF-B activity can be 
switched on or off in response to different stim-
uli.  
 
Regulation of NF-B signaling components by 
autophagy-regulatory proteins 
 
In addition to the direct effects of autophagy on 
NF-B signaling components like IKKs and NIK, 
some proteins known to regulate autophagy 
have been reported to modulate NF-B activity. 
For example, p62 (also known as sequesto-
some-1 or SQSTM1), a cargo receptor for degra-
dation of ubiquitinated proteins through the 
autophagy pathway, activates NF-B in re-
sponse to several stimuli including TNF, IL-1, 
receptor activator for NF-B (RANK) ligand, and 
nerve growth factor [115]. Intriguingly, the im-
pairment of both autophagy and apoptosis in 
immortal baby mouse kidney (iBMK) cells, an 
epithelial tumor cell line, results in the accumu-
lation of p62, which is sufficient to inhibit NF-B 
activity and to promote tumorigenesis [116]. 
The reason for seemingly opposite effects of 
p62 on the regulation of NF-B is yet not clear.  
 
Another protein involved in the formation of 
autophagosome with a link to the NF-B path-
way is Atg5. Atg5 interacts with Fas-associated 
protein with death domain (FADD), an upstream 
regulator of NF-B [117-119]. This interaction is 
required for IFN-induced autophagy-dependent 
death in HeLa cells and contributes to the regu-
lation of autophagy and activation of caspase 8 
during mitogenic stimulation of T lymphocytes. 
However, whether NF-B regulation was af-
fected in HeLa cells treated by IFN was not 
explored. Beclin 1 is another essential auto-
phagy protein that has been shown to regulate 
NF-B activity in context of cells exposed to 
cigarette smoke extract. The partial loss of Be-
clin 1 in fibroblasts from Beclin 1 heterozygous 
knockout mice increases p65 phosphorylation 
and prevents apoptosis mediated by cigarette 
smoke extract. However, the mechanism by 
which Beclin 1 regulates NF-B, has not been 
elucidated [120]. 
 
Several recent studies have revealed molecular 
crosstalk between tuberous sclerosis proteins 
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TSC1 and TSC2 (upstream inhibitors of mTOR 
activation and activators of autophagy) and NF-
B pathway [121-124]. NF-B signaling and cell 
survival are attenuated in TSC1- and-TSC2-
deficient cells stimulated by DNA damage or 
TNF [121]. The addition of rapamycin, an inhibi-
tor of mTOR activity, restores NF-B activation 
and cell survival in TSC2-deficient cells suggest-
ing that TSC2-mediated mTOR inhibition contrib-
utes to NF-B activation [121]. Interestingly, 
IKKβ in turn, can activate the mTOR pathway in 
TNF-treated cells through a mechanism that 
involves its interaction with phosphorylated 
TSC1 [122]. Moreover, the IKKα subunit is re-
quired for activation of mTOR in PTEN-deficient 
cancer cells and in cells exposed to insulin 
[123, 124].  
 
3.2 Regulation of autophagy by NF-B 
 
NF-B activation occurs in response to various 
signals such as ligation of death receptors or 
pathogen recognition receptors (PRRs), onco-
genes, virus, and DNA damage [68, 101, 125]. 
Recently, several studies have highlighted the 
regulation of autophagy in response to inducers 
of NF-B-mediated signaling.  
 
Regulation of autophagy by NF-B activity 
 
In response to TNF, NF-B is activated in most 
cells through the canonical NF-B pathway and 
leads to the upregulation of several anti-
apoptotic and anti-oxidants genes [90, 126]. 
TNF-dependent activation of NF-B represses 
autophagy in Ewing’s sarcoma, breast, and leu-
kemia cancer cell lines, whereas loss of NF-B 
activation in these cells triggers the re-
activation of autophagy [36, 127] (Figure 4a). 
The repression of autophagy in TNF-treated cells 
is associated with the activation of mTOR path-
way, a negative regulator of autophagy. This is 
consistent with studies showing that IKK activa-
tion is required for mTOR activation in certain 
cell types [122, 123, 124 ]. The negative regula-
tion of autophagy by NF-B is also supported by 
a study showing that inhibition of NF-B activity 
results in an enhancement of starvation-
induced autophagy in cells derived from myelo-
dysplastic patients with poor prognosis [128]. 
Similarly, the suppression of prolonged NF-B 
activity in macrophages exposed to Escherichia 
coli promotes autophagy and increased cell sur-
vival whereas NF-B-proficient macrophages 
undergo to cell death under the same condition 
[129] (Figure 4a). It should be mentioned that 
autophagy can be an effector of the innate im-
mune response by targeting some pathogens 
for degradation by lysosomes [10-12]. These 
results support the idea that, in response to 
certain pathogens, cells initiate a regulatory 
circuit to override the repression of autophagy, 
and this protects them against the microbe. 
 
The induction of autophagy by TNF in the ab-
sence of functional NF-B activity requires the 
accumulation of ROS (mainly superoxide), as 
activation of antioxidants responses do not oc-
cur when NF-B is inhibited [36, 127]. The link 
between autophagy and NF-B inactivation and 
ROS accumulation is supported by a study 
showing that sex-related differences in auto-
phagy in the Syrian hamster are controlled by 
ROS production through a mechanism that re-
lies on the activities of NF-B and p53 [130]. 
The key role of ROS in the regulation of auto-
phagy has been also demonstrated under star-
vation conditions and in response to several 
anti-cancer therapies [24, 131]. Although the 
superoxide is assumed to be the major ROS 
species involved in modulation of autophagy 
[131], hydrogen peroxide also acts as a sensor 
for the regulation of autophagy. For example, in 
senescence cells, the overproduction of hydro-
gen peroxide due the NF-B-dependent upregu-
lation of manganese superoxide dismutase 
(MnSOD) antioxidant results in the induction of 
both autophagy and cell death [132]. Thus, de-
pending on the cellular context, the duration 
and the intensity of NF-B activity, the redox-
regulating function of NF-B can act either as 
an inhibitor or an activator of autophagy. Inter-
estingly, ROS, in turn, can activate NF-B activ-
ity and promotes autophagy. For example, upon 
hypoxia, MCF7 epithelial cancer cells activate 
the oxidative stress pathway in adjacent cancer-
associated fibroblasts resulting in the activation 
of both NF-B and Hif-1α [133]. This activation 
is sufficient for the induction of autophagy and 
leads to the degradation of Caveolin-1 (one 
component of caveolae membranes involved in 
receptor-independent endocytosis). The clear-
ance of Caveolin 1 mediated by NF-B/Hif-1 
prevent the death of adjacent cancer cells sug-
gesting that caveolin-1 may be a relevant bio-
marker for certain types of cancer cells (Figure 
4a).  
 
Additional evidence for the positive regulation of 
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autophagy by NF-B came from study that in-
vestigated the consequences of NF-B activa-
tion during the recovery period after heat shock 
treatment. Upon heat shock, NF-B is activated 
through a mechanism that is independent of I
B kinase activity and IBα degradation but de-
pendent on the thermolability of the IB/NF-B 
complex (Figure 4a). NF-B activation enhances 
autophagy and increases the likelihood of cell 
survival, probably by inducing the degradation 
of misfolded and aggregated proteins that accu-
mulate during heat shock stress [108]. In addi-
tion to this pro-survival function of NF-B-
dependent induction of autophagy, in the con-
text of glanglioside-induced astrocyte activation, 
NF-B activation is involved in the induction of 
cell death through an autophagy-dependent 
mechanism [134]. 
 
Upon recognition of pathogen infections or tis-
sue damage, PRRs (e.g., Toll-like receptors, 
TLRs) and NOD family proteins activate multiple 
signaling pathways, including NF-B-mediated 
signaling, which trigger the induction of the in-
nate immune responses to defend against 
pathogen infections [10-12]. The link between 
Toll-like receptor-mediated autophagy and NF-
B signaling has been recently investigated in a 
macrophage cell line subjected to the TLR4 ago-
nist lipopolysaccharide (LPS) [135]. TLR4 stimu-
lation relies on the recruitment of Beclin 1 into 
the TLR4-signaling complex and requires the 
K63-linked ubiquitination of Beclin 1 by TRAF6, 
an upstream activator of NF-B signaling path-
way. The deubiquitination enzyme A20 (a target 
gene product of NF-B) inhibits the ubiquitina-
tion of Beclin 1 and limits autophagy in re-
sponse to TLR4 signaling (Figure 4a). Thus, 
TRAF6 and A20 can stimulate or inhibit auto-
phagy by regulating the ubiquitination and 
deubiquitination of Beclin 1, respectively. Since 
the duration and intensity of TRAF6 activation 
and the A20 levels vary depending on the cell 
type and the stimulus, this can explain, at least 
in part, why NF-B can act as either an inhibitor 
or an activator of autophagy. Of note, several 
primary cell lines fail to activate autophagy upon 
PRR engagement but, as of yet, TRAF6 and A20 
activities have not been determined in these 
cells. The signaling pathways that lock the cas-
cade linking NF-B stimulation and autophagy 
induction is a matter for investigation in further 
studies. 
 
Transcription regulation of autophagy-regulatory 
genes by NF-B 
 
The analysis of promoters of murine and human 
Beclin 1 genes led to the identification of sev-
eral NF-B consensus sequences suggesting 
that NF-B regulates Beclin 1 expression. p65, 
a member of NF-B family, specifically interacts 
with the B site of Beclin 1 as revealed by in 
vitro and in vivo studies [136]. As a conse-
quence, p65 induces the upregulation of Beclin 
1 mRNA that is associated to the activation of 
autophagy in several cellular settings including 
T cell receptor-dependent activation of Jurkat 
cells (Figure 4b). Of note, p65-dependent Beclin 
1 upregulation is dependent on the cellular con-
text and the stimulus; p65 overexpression does 
not upregulate Beclin 1 expression in some cell 
lines and Beclin 1 mRNA levels are not in-
creased in response to TNFα (unpublished data 
of our laboratory) or heat shock, which activate 
the p65/NF-B signaling pathway [108]. 
 
Interestingly, NF-B not only induces the 
upregulation of Beclin 1 but promotes deubiq-
uitination of Beclin 1 by inducing the expression 
of A20 [135]. As stated above, induction of A20 
expression, at least in response to TLR engage-
ment, is thought to be the mechanism for the 
termination of NF-B-dependent activation auto-
phagy. However, it is unclear whether this kind 
of negative feedback loop occurs specifically in 
response to TLR activation or represents a gen-
eral mechanism for interrupting the initial induc-
tion of autophagy. 
 
In addition to the direct effect on the transcrip-
tion of the pro-autophagic gene Beclin 1, NF-B 
family members function cooperatively with 
other transcription factors to control the expres-
sion of genes involved in the regulation of auto-
phagy. For example, S-phase kinase-associated 
protein 2 (Skp2) is an NF-B target gene whose 
product functions as the receptor component of 
the Skp1/Cul1/F-box ubiquitin ligase complex 
that induces the degradation of p27 Kip1, an acti-
vator of the autophagy pathway [137]. In fact, 
silencing of the p52 NF-B subunit inhibits Skp2 
expression and results in increased levels of 
p27Kip1 and an induction of autophagy. Follow-
ing DNA damage, Skp2 is also a direct target of 
the p53 tumor suppressor, which in concert 
with NF-B regulates Skp2 expression. This 
regulation is dependent upon the activity of the 
Akt and the glycogen synthase kinase 3β 
(GSK3β pathways. When Akt is active, the p52 
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NF-B subunit and p53 cooperatively induce 
Skp2 expression whereas the inactivation of Akt 
leads to the phosphorylation of p52 NF-B sub-
unit by GSK3β and thereby the repression of 
Skp2 expression (Figure 4b). Thus, the GSK3β-
dependent phosphorylation of p52 plays a criti-
cal role in the regulation of autophagy and 
apoptosis in response to DNA damage. Another 
example is the NF-B-dependent transcriptional 
regulation of Bnip 3, an important regulator of 
mitochondrial turnover via autophagy and cell 
death [35]. Under basal condition, p65 blocks 
binding of E2F-1 to the Bnip3 promoter thus 
inhibiting Bnip3 transcription (Figure 4b). Con-
versely, loss of NF-B activity (which occurs, for 
example, during hypoxia) de-represses the 
Bnip3 promoter, Bnip3 is transcribed and cell 
death occurs [138]. Moreover, E2F-1-dependent 
Bnip3 transcription is epigenetically regulated 
by the histone deacetylase HDAC1 [139]. Thus, 
NF-B and HDAC1 serve as molecular switches 
that regulated E2F-1-dependent Bnip3 expres-
sion, thereby regulating cell death mediated the 
E2F-1 tumor suppressor.  
  
Regulation of autophagy by NF-B signaling 
components 
 
Molecules known to signal both up- and down-
stream of NF-B are also sensors in the regula-
tion of autophagy. Transforming growth factor-β-
activating kinase 1 (TAK1), an upstream kinase 
of the IKK complex, has been shown to activate 
autophagy in breast epithelial cells subjected to 
Trail treatment [140]. TAK1-induced autophagy 
is dependent on AMP-mediated inhibition of 
mTORC1, a potent repressor of autophagy, and 
leads to cell protection against Trail-induced 
cytotoxicity (Figure 4c). Similar results were ob-
tained with IL-1, which activates autophagy 
through a TAK1/AMPK-dependent mechanism. 
Interestingly, despite its ability to activate TAK1, 
TNF fails to activate AMPK, suggesting that 
TAK1 is essential but not sufficient for the effec-
tive activation of both AMPK and autophagy. 
Thus, TAK1 acts in conjunction with not-yet-
identified regulatory factors to induce auto-
phagy. It is not yet known whether NF-B activa-
tion is required for TAK1-mediated autophagy. 
 
The IKK subunits, critical sensors of the NF-B 
signaling pathway, have been shown to regulate 
autophagy. Of note, IKKs can also control sig-
naling pathways that are independent of the NF-
B [64, 141]. IKK subunits are necessary for 
the optimal induction of autophagy in response 
to starvation and rapamycin, the best known 
autophagy-inducing stimuli [142, 143] (Figure 
4c). Moreover, the BH3-mimetic ABT737, a mo-
lecule that disrupts the interaction between 
Beclin 1 and Bcl-2/Bcl-XL,has been also shown 
to stimulate autophagy through a mechanism 
that involves IKK [144]. In response to starva-
tion, rapamycin and ABT737, constitutively ac-
tive IKK subunits signal autophagy through a 
canonical pathway that involves AMPK activa-
tion, mTOR inhibition, c-Jun N-terminal kinase 
(JNK) phosphorylation, p53 depletion, and dis-
sociation of Beclin 1 from Bcl-2 [142-144]. Dis-
ruption of NF-B activity, either due to a mutant 
form of IBα that represses IKK-induced nu-
clear translocation of p65 or in p65-null cells, 
fails to prevent IKK-induced autophagy, indicat-
ing that IKK can operate through a mechanism 
that does not involve NF-B. The investigation of 
autophagy responses in mice displaying a liver-
specific conditional knockout of IKKβ revealed a 
defect in autophagy in liver but not in the other 
organs in response to starvation or rapamycin 
treatment. This in vivo data support the idea 
that IKKβ can function as a positive regulator of 
autophagy.  
 
Under periods of prolonged nutrient deprivation, 
IKK activity promotes the upregulation of three 
essential autophagic genes LC3, Atg5, Beclin1, 
through an NF-B independent mechanism 
(Figure 4c). This constitutes a positive feedback 
loop mechanism for the regulation of autophagy 
under starvation [145]. In starved cells, IKK 
activity also controls another pathway leading to 
the activation of both canonical and non-
canonical pathways of NF-B, thus resulting in 
the upregulation of NF-B-dependent anti-
apoptotic genes (e.g., Bnip 3, Bcl-xl, and cIAP-2) 
[145]. The identification of additional IKK-
dependent substrates will lead to a better un-
derstanding of how IKK activates autophagy in 





The studies mentioned in this review shed light 
on the mutual control that exists between the 
autophagy and the NF-B signaling pathways. 
Autophagy may constitute a pathway through 
which NF-B signaling components are specifi-
cally degraded which results either in the termi-
nation of the initial NF-B activation or con-
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versely in the persistent activation of this proc-
ess (Figure 3). In turn, NF-B signaling can regu-
late autophagy through different routes that 
depend on the cellular context and the stimulus: 
NF-B members can either activate or inhibit 
signaling pathways that lead to the induction of 
autophagy and regulates the transcription of a 
subset of pro-autophagic-regulating genes as 
well. Moreover, NF-B signaling components 
can promote autophagy independently of NF-B 
through stimulation of signaling pathways that 
activate autophagy or by inducing the transacti-
vation of a subset of autophagy-related genes 
(Figure 4).  
 
Since the regulation of both autophagy and NF-
B pathways overlap with that of multiple path-
ways that control tumorigenesis, a more de-
tailed molecular dissection of the cross-
regulatory circuits that exist between autophagy 
and NF-B is required to better understand how 
these pathways interact to regulate tumor-
Figure 3. Autophagy mediates degradation of NF-B signaling components. a) NIK and IKKs are targets for degrada-
tion by autophagy upon inhibition of Hsp90. This leads to inactivation of NF-B pathway and, in turn, inhibition of 
autophagy through downregulation of an essential autophagy gene Beclin 1. The feedback regulatory loop between 
autophagy and NF-B pathways is depicted. b) IKKβ degradation by autophagy through a mechanism that involves 
Keap1. In cells treated by TNF, Keap1 is responsible for the negative regulation of NF-B through inhibition of the 
IKKβ phosphorylation and induction of IKKβ degradation by the autophagy pathway. c) IKKβ degradation by auto-
phagy through a mechanism that involves Ro52. In cells infected with HTLV-1, Tax activates IKKβ-dependent NF-B 
activation. Active IKKβ subsequently interacts with Ro52; this induces monoubiquitination of IKKβ and leads to its 
degradation by autophagy resulting in the termination of NF-B activation. Ub represents ubiquitin. For details, see 
text. 
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related responses. It is worth noting that several 
anti-cancer therapies that have been used in 
cancer clinical trials have the ability to influence 
both the autophagy and the NF-B signaling 
pathways (Table 1). Fundamental insights into 
the functional interplay between autophagy and 
NF-B pathways may provide clues for develop-
ing new strategies for combining drugs that tar-
get both pathways to improve effectiveness of 
cancer therapies. One example of such a strat-
egy is the use of hydroxychloroquine (an potent 
inhibitor of autophagy) in combination with bor-
Figure 4. Regulation of autophagy by NF-B signaling pathways. a) NF-B activity regulates the extent of autophagy in 
cells through NF-B inducers that regulate autophagy either in a positive or a negative manner. TNF-mediated NF-B 
activation represses autophagy through both ROS inhibition and mTOR activation. In macrophages exposed to E. coli, 
NF-B activation inhibits autophagy and triggers cell death program. TLR4 stimulation activates autophagy by induc-
ing the ubiquitination (Ub represents ubiquitin) of Beclin 1 by TRAF6, an upstream activator of NF-B.  In turn, NF-B 
activation upregulates the expression of A20, a factor that inhibits the ubiquitination of Beclin 1 and thereby limits 
autophagy. Upon hypoxia, ROS-mediated the activation of both NF-B and Hif-1α is responsible for the induction of 
autophagy. In response to heat shock stress, autophagy is induced through a mechanism that involves NF-B activa-
tion. b) NF-B regulates the transcription of autophagy regulatory genes. In some experimental settings, p65, a mem-
ber of NF-B family, upregulates Beclin 1 mRNA level and induces autophagy. In response to DNA damage, the p52 
subunit of NF-B subunit controls autophagy by modulating the expression of both Skp2 and p27KIP1. The p65 sub-
unit of NF-B blocks E2F1-dependent Bnip 3 promoter binding and Bnip 3 transcription, thus inhibiting mitochondrial 
turnover via autophagy. c) NF-B signaling components regulate autophagy. TAK1 enhances autophagy through AMP-
mediated inhibition of mTORC1. X represents an as-yet-unidentified factor that is required for autophagy induction by 
TAK1. Under starvation condition, active IKKs induce autophagy through an AMPK inhibition-dependent of mTOR. In 
starved cells, IKK activity also promotes the upregulation of several essential autophagy genes and a subset of anti-
apoptotic genes through an NF-B independent or dependent mechanism, respectively. 
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tezomib (a molecule that targets the NF-B 
pathway) in patients that manifest relapsed-
refractory myeloma; this combination is being 
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IL-1R, interleukin receptor; JNK, c-Jun N-terminal 
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LC3, microtubule-associated protein 1 light chain 3; 
Lamp; lysosomal-associated membrane protein; LKB 
1, liver kinase B1; LPS, lipopolysaccharide; LTβR, 
lymphotoxin-β receptor; TNF-R, tumor necrosis factor 
receptor; mTOR, mammalian target of rapamycin; 
mTORC1, mTOR complex 1; NF-B, nuclear factor -
light-chain-enhancer of activated B cells; Nfr-2, NFE2-
related factor 2; NIK, NF-B inducing kinase; MnSOD, 
manganese superoxide dismutase; PRR, pathogen 
recognition receptor; PI3P, phosphatidylinositol 3-
phosphate; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PKB, 
protein kinase B; PTEN, phosphatase and tensin ho-
molog; RANK, receptor activator for NF-B; RIP, re-
ceptor–interacting proteins; ROS, reactive oxygen 
species; TAK1, transforming growth factor- β-
activating kinase 1; TLR, Toll-like receptor; TNF, tu-
mor necrosis factor; TSC, tuberous sclerosis complex; 
TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated fac-
tor; TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand; Vps 
34, vacuolar protein sorting 34, ULK, Unc-51 like 
kinase 1; UVRAG, ultraviolet radiation resistance as-
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